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XII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% (w/v) masno-volumski odstotek 
∆OTC brez genov za antibiotik oksitetraciklin 
A280 absorbanca pri valovni dolžini 280 nm 
A600 absorbanca pri valovni dolžini 600 nm 
ACP acil-prenašalni protein (OxyC) 
dH2O destilirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNK deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina 
FDA Zvezni urad za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
KSα ketosintaza-α (OxyA) 
KSβ ketosintaza-β (OxyB) 
mPKS minimalni kompleks poliketid-sintaze 
OTC oksitetraciklin 
PEG 1000 polietilen glikol 1000 
PKS poliketid sintaze 
SDS natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS 
TEMED tetrametiletilendiamin (ang. tetramethylethylenediamine) 
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1 UVOD 
 
Bakterije rodu Streptomyces sintetizirajo številne medicinsko in industrijsko pomembne 
sekundarne metabolite (Barka in sod., 2016). Te bakterije sodijo med po Gramu pozitivne 
bakterije z visoko vsebnostjo G+C baznih parov in imajo linearen genom. Zanje je značilno, 
da imajo enega večjih genomov med bakterijami, kar je posledica prisotnosti večjega števila 
genov, predvsem genov udeleženih v sekundarni metabolizem (Kirby in Chen, 2011). 
Bakterija S. rimosus je pomemben industrijski mikroorganizem s statusom GRAS (ang. 
Generally Recognised As Safe). S. rimosus je poznan zaradi proizvodnje medicinsko 
pomembnega antibiotika oksitetraciklina (Petković in sod., 2006). Prvotno so iz S. rimosus 
izolirali makrolid rimocidin s protiglivno aktivnostjo (Davisson in sod., 1951). Zaradi 
mnogih ugodnih lastnosti je S. rimosus primeren kandidat za heterologno izražanje 
proteinov, saj raste razmeroma hitro in v obliki krajših fragmentov ter je sposoben izločanja 
proteinov v zunajcelični prostor (Pigac in Schrempf, 1995; Binnie in sod., 1997). 
 
Biosintezo medicinsko pomembnih protibakterijskih učinkovin iz skupine tetraciklinskih 
antibiotikov izvaja t.i. encimski kompleks poliketid sintaz (PKS) tipa II (Petković in sod., 
2006). Poliketidi so raznovrstna skupina spojin, ki jih sintetizirajo bakterije, glive in rastline. 
S farmakološkega vidika so poliketidi pomemben vir novih terapevtikov. V medicini jih 
uporabljamo kot antibiotike, zaviralce imunskega sistema, antiparazitike, zniževalce 
holesterola in protitumorne učinkovine (Hertweck, 2009). Začetno ciklizirano poliketidno 
verigo tetraciklinskih antibiotikov sintetizirajo encimi zgodnje stopnje biosinteze, t.i. 
minimalnega PKS, ki ga sestavljajo encimi ketosintaza-α (OxyA), ketosintaza-β (OxyB) in 
acil-prenašalni protein (ang. acyl-carrier protein, ACP, OxyC). Oksitetraciklin (OTC) 
uvrščamo med tetraciklinske antibiotike (Petković in sod., 2017).  
 
Mehanizmi reakcij, ki jih katalizirajo encimi mPKS v biosintezi oksitetraciklina, še niso 
docela pojasnjeni. Za razumevanje katalitične aktivnosti encimov je potrebno pridobiti vse 
encime tega kompleksa in postaviti in vitro testni sistem, ki omogoča rekonstrukcijo in 
karakterizacijo aktivnosti individualnih komponent (Zhang in Tang, 2009). Z in vitro 
določanjem njihovih biokemijskih in strukturnih lastnosti pridobimo vpogled v njihovo 
funkcijo znotraj biosinteznih poti. Novo pridobljena znanja lahko apliciramo v industrijo in 
izboljšamo proizvodne procese tarčnih proteinov (Delic in sod., 2014). Zhang in Tang (2009) 
ugotavljajo, da so nekateri raziskovalci že uspeli proizvesti nekatere komponente PKS tipa 
II v E. coli, vendar se je izkazalo, da so takšni proteini pogosto netopni ali neaktivni. Tako 
se bakterije Streptomyces sp. pogosto uporabljajo za izražanje funkcionalnih elementov PKS 
tipa II (Zhang in Tang, 2009).  
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1.1 NAMEN DELA  
 
Namen magistrske naloge je bil poskus priprave topnih proteinov minimalnega PKS 
kompleksa, ki ga sestavljajo encimi ketosintaza-α, ketosintaza-β in acil-prenašalni protein 
(ang. acyl-carrier protein); označeni kot proteini OxyA, OxyB, and OxyC (Petković in sod., 
2017). Ker je bil poskus priprave topnih proteinov mPKS do sedaj v E. coli neuspešen, smo 
poskusili ciljne proteine proizvesti v bakteriji Streptomyces rimosus. V obsegu naloge smo 
uporabili plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC, ki 
kodirajo biosintezo rekombinantnih proteinov ketosintaza-α, ketosintaza-β in acil-prenašalni 
protein. Proteini so vsebovali na terminalnih regijah histidinske ostanke ali oznake (his-tag), 
ki so nam olajšali izolacijo ciljnih proteinov. Pridobljene ciljne proteine v topni obliki smo 
nato s pomočjo afinitetne kromatografije na Ni-koloni poskusili tudi izolirati.  
 
 
1.2 HIPOTEZE  
 
 Pričakujemo, da bomo uspeli pripraviti plazmidne vektorje, ki kodirajo biosintezo 
proteinov mPKS iz izbrane aktinomicete – Streptomyces rimosus. 
 
 Pričakujemo, da bomo s postopkom transformacije plazmidne vektorje, ki kodirajo 
biosintezo rekombinantnih proteinov mPKS, vnesli v izbrani sev Streptomyces rimosus.  
 
 Pričakujemo, da bomo v biosinteznem postopku uspeli v rekombinantnih sevih 
Streptomyces rimosus proizvesti nekatere rekombinantne proteine mPKS kompleksa.  
 
 V kolikor bo kateri od proizvedenih proteinov mPKS kompleksa v topni obliki, 
pričakujemo, da bomo lahko takšen protein tudi izolirali s pomočjo afinitetne 
kromatografije. 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 BAKTERIJE RODU Streptomyces sp.  
 
2.1.1 Taksonomija in življenjski cikel  
 
Rod Streptomyces so po Gramu pozitivne aerobne bakterije (Madigan in sod., 2012). 
Spadajo v družino Streptomycetaceae, razred Actinobacteria in red Actinomycetales. 
Bakterije rodu Streptomyces imajo visoko vsebnost G+C baznih parov, ki znaša 69-78 %. 
Rastejo v obliki substratnega in zračnega micelija, ki tvori spore. Substratne hife imajo 
premer 0,5-1,0 µm in so pogosto v vegetativni fazi rasti brez notranjih prečnih celičnih sten. 
Hife rastejo na apikalnih koncih, značilno je razvejanje, kar se v vegetativni fazi odraža v 
obliki kompleksno prepletenih skupkov (Anderson in Wellington, 2001). Morfološke 
značilnosti zračnega micelija in spor so pomemben taksonomski znak pri razlikovanju vrst 
rodu Streptomyces. Za določanje vrst na podlagi morfologije je pomembna oblika in 
razvejanje zračnega micelija ter oblika struktur povezanih s sporami. Na primer - konidiji in 
sporofori so pogosto obarvani zaradi različnih pigmentov, kar daje značilno barvo zreli 
koloniji. Kompaktna rast na trdnih gojiščih in značilen izgled spor omogočata enostavno 
določanje kolonij Streptomyces na trdnih gojiščih (Madigan in sod., 2012).  
 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz življenjskega cikla aktinomicete (Barka in sod., 2016). 
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
4 
Življenjski cikel večceličnega micelija Streptomyces sp. se začne s kalitvijo spore, celice se 
v substrat razrastejo v obliki primarnega vegetativnega micelija. Vegetativni micelij raste 
znotraj substrata v obliki razvejanih hif in tvori kompakten substratni micelij (Hodgson in 
sod., 2000). Pomembna značilnost vegetativnih hif pri Streptomyces sp. je njihova rast s 
podaljševanjem. To je tudi ena izmed lastnosti, v kateri se bakterije rodu Streptomyces 
razlikujejo od enoceličnih bakterij, kot sta E. coli in B. subtilis, kjer je podaljšanje celic 
doseženo z vključitvijo novih komponent celične stene v lateralno steno. Eksponentna 
celična rast je pri Streptomyces sp. dosežena s podaljševanjem in razvejanjem hif. Celična 
delitev ne poteče s cepitvijo celic, ampak s tvorbo prečnih celičnih sten znotraj povezanih 
razdelkov hife. Tako so bakterije rodu Streptomyces ene izmed redkih večceličnih bakterij. 
Neugodni pogoji, kot je na primer pomanjkanje hranil, povzročijo diferenciacijo 
vegetativnega micelija in kasneje nastanek zračnega micelija. V tem delu življenjskega cikla 
se tvori tudi največ antibiotikov (Barka in sod., 2016).  
 
Ob pojavu pomanjkanja hranil nastopi pri bakterijah rodu Streptomyces programirana 
celična smrt vegetativnega oziroma substratnega micelija in s tem sprostitev hranil za tvorbo 
zračnega micelija. V območju liziranega substrata se akumulirajo aminokisline, 
aminosladkorji, nukleotidi in lipidi. Tvorba antibiotikov na liziranem substratu nato prepreči 
rast drugim mikroorganizmom (Barka in sod., 2016). S staranjem kolonije se razvije zračni 
micelij, ki tvori sporofore. V večjedrnih zračnih filamentih se z izgradnjo celičnih sten med 
jedri izgradijo verige spor (konidiji). Sledi ločitev individualnih celic v posamezne spore. 
Ko spore dozorijo, se sprostijo in razširijo v okolje (Anderson in Wellington, 2001; Hodgson 
in sod., 2000).  
 
 
2.1.2 Ekologija in metabolizem 
 
Bakterije rodu Streptomyces so pomembni mikroorganizmi, ki se najpogosteje nahajajo v 
prsti. Pogosteje, kot v vlažnih prsteh z anoksičnimi pogoji, se nahajajo v suhih prsteh, kjer 
je dostopnost kisika večja (Madigan in sod., 2012). Prispevajo tudi h kroženju ogljika z 
razgradnjo netopnih organskih snovi, kot so na primer celuloza, hitin in ksilan (Barka in 
sod., 2016). Razgradnjo netopnih komponent jim omogoča tvorba različnih hidrolitičnih 
zunajceličnih encimov. Kot vir ogljika bakterije rodu Streptomyces uporabljajo glukozo. 
Razgradnja glukoze pri večini poteka po običajni Embden-Meyerhof-Parnas poti (Kieser in 
sod., 2000). Sistem za transport in fosforilacijo fruktoze, ki vključuje fosfoenolpiruvat in 
fruktoza fosfotransferazo, je bil opisan pri nekaterih vrstah Streptomyces sp. (Titgemeyer in 
sod., 1995). Metabolne poti drugih sladkorjev so tako kot pri mnogih drugih bakterijah tudi 
pri Streptomyces sp. pod vplivom katabolne represije, ki lahko vpliva tudi na sintezo 
antibiotikov. Glavna pot asimilacije dušika pri Streptomyces sp. poteka z encimi glutamat 
sintaza (GS) in glutamat 2-oksaloglutarat transaminaza (GOGAT). Katabolizem večine 
aminokislin poteka po običajnih metabolnih poteh, izjema je arginin, katerega katabolizem 
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poteka preko ϒ-guanidinobutiramida in ϒ-guanidinobutirata. Tudi biosinteza aminokislin v 
večji meri poteka kot pri ostalih bakterijah. Pri Streptomyces sp. ni tipične regulacije sinteze 
aminokislin, kot jo najdemo pri enterobakterijah in bacilih, poleg tega se encimi udeleženi v 
regulaciji izražajo v manjši meri (Kieser in sod., 2000). Ena poglavitnih razlik v primerjavi 
z ostalimi bakterijami je tudi sinteza tirozina, ki poteka preko arogenata in ne preko 
hidroksifenilpiruvata kot pri enterobakterijah (Keller in sod., 1985).  
 
Bakterije rodu Streptomyces tvorijo mnoge medicinsko in industrijsko zanimive sekundarne 
metabolite, kot so antibiotiki, imunosupresivi in različni metaboliti s protiparazitsko, 
protitumorno ter protiglivno aktivnostjo (Barka in sod., 2016). Aktivacija sekundarnega 
metabolizma pri Streptomyces sp. je povezana z morfološko in fiziološko diferenciacijo 
rastoče kulture (Hodgson, 2000). Streptomyces sp. tvorijo sekundarne metabolite po končani 
vegetativni fazi rasti in pred vstopom v reproduktivno ter mirujočo fazo. Prekurzorske 
molekule za sekundarne metabolite izhajajo iz primarnega metabolizma. Na primeru 
aktinorodina, ki ga sintetizira S. coelicolor, so ugotovili, da s povečanim izražanjem 
prekurzorja malonil-CoA v primarnem metabolizmu, lahko zvišajo donos proizvedenega 
aktinorodina (van Keulen in sod., 2011).  
 
 
2.1.3 Genetika bakterij Streptomyces sp. 
 
Bakterije rodu Streptomyces sodijo med po Gramu pozitivne bakterije z visoko vsebnostjo 
G+C baznih parov in imajo linearen genom. Zanje je značilno, da imajo enega večjih 
genomov med bakterijami, kar je posledica prisotnosti večjega števila genov in ne zaradi 
same velikosti obstoječih genov. K večjemu številu genov prispevajo predvsem geni 
udeleženi v sekundarni metabolizem. Pogosto imajo linearen kromosom, ki vsebuje 
terminalne obrnjene ponovitve na 5' koncih, kamor so vezani tudi terminalni proteini. 
Terminalni proteini na koncih kromosoma služijo zaščiti in sodelujejo pri replikaciji (Kirby 
in Chen, 2011). Prva v celoti sekvencirana genoma bakterij iz rodu Streptomyces sta genoma 
bakterij S. coelicolor in S. avermitilis, velikosti 8,7 in 9 Mb in z vsebnostjo G+C baznih 
parov 72,1 % in 70,7 % (Bentley in sod., 2002; Ikeda in sod., 2003). Ugotovili so tudi, da se 
bolj ohranjeni geni nahajajo predvsem na sredini kromosoma, medtem ko v bližini koncev 
genoma nahajajo geni, ki niso nujno vrstno specifični (Kirby in Chen, 2011). 
 
Streptomyces sp. vsebujejo tudi različne plazmide, ki so lahko krožni ali linearni. Linearni 
plazmidi so enako pogosti kot krožni in imajo podobne strukturne lastnosti kot linearni 
kromosom. Obe vrsti plazmidov sta konjugativni in redko nosijo zapis za rezistenco na 
toksične spojine (Hopwood in Kieser, 1993). Genske skupine, ki kodirajo encime za 
biosintezo antibiotikov, vsebujejo poleg genov za biosintezo tudi specifične regulatorne 
gene. Ti so regulirani s transkripcijskimi faktorji, katerih aktivnost je odvisna od 
koncentracije zunajceličnih signalnih molekul (npr. ϒ-butirolaktoni) (Gottelt in sod., 2011).  
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
6 
2.1.4 Bakterija Streptomyces rimosus 
 
Bakterija S. rimosus je pomemben industrijski mikroorganizem s statusom GRAS (ang. 
Generally Recognised As Safe). S. rimosus je poznan zaradi proizvodnje medicinsko 
pomembnega antibiotika oksitetraciklina (Petković in sod., 2006). Prvotno so iz S. rimosus 
izolirali makrolid rimocidin s protiglivno aktivnostjo (Davisson in sod., 1951). V primerjavi 
z ostalimi Streptomyces sp. raste S. rimosus razmeroma hitro in v obliki krajših fragmentov 
(Pigac in Schrempf, 1995). Z metodo gelske elektroforeze v pulzirajočem polju (PFGE) so 
določili velikost linearnega genoma seva S. rimosus R6-501, ki znaša 8,6 Mb (Pandza in 
sod., 1997). Genetska nestabilnost je pogost pojav pri nekaterih vrstah Streptomyces sp. in 
je omejena le na nekatere gene. Genetska nestabilnost pogosto vpliva na nekatere fenotipske 
značilnosti kolonij. Na primeru seva S. rimosus R6-500 so bile opisane razlike v intenziteti 
sporulacije, tvorbi pigmenta, razlikah v morfologiji kolonij in razlikah v sintezi antibiotika 
oksitetraciklina (Gravius in sod., 1993).  
 
V zadnjih letih raziskav je prišlo do razvoja metod, ki so omogočile in vivo in in vitro gensko 
manipulacijo S. rimosus. Raziskovanje S. rimosus je potekalo v smeri študij genetske 
nestabilnosti sevov. Izgradnja hibridnih aromatskih poliketid sintaz za proizvodnjo novih 
spojin s potencialno biološko aktivnostjo je postala možna z razvojem molekularnega 
kloniranja in karakterizacije rezistentnih genov oksitetraciklina, kot tudi genov, ki so 
udeleženi v biosintezo oksitetraciklina (Petković in sod., 2006).  
 
 
2.1.5 Industrijska uporaba mikroorganizmov za heterologno izražanje proteinov 
 
Mikroorganizme uporabljamo za namene pridobivanja industrijsko pomembnih metabolitov 
ali uporabljamo namnoženo mikrobno biomaso. Pomembno je tudi pridobivanje 
nizkomolekularnih spojin, kot so vitamini, aminokisline in nekatere farmakološko aktivne 
snovi. Najbolj znani sekundarni metaboliti, ki jih sintetizirajo mikroorganizmi so antibiotiki, 
mikotoksini, zaviralci imunskega sistema (ciklosporini), protitumorne spojine in mnogi 
drugi. Pomembna je tudi proizvodnja polisaharidov kot so gelan, ksantan gumi in dekstrani. 
Pridobivanje proteinov je razdeljeno na pridobivanje encimov in proteinov s terapevtsko 
vrednostjo, kamor na primer spadajo insulin, eritropoetin, interferoni, interleukini (Primrose, 
1991).  
 
Na industrijskem nivoju poteka pridobivanje rekombinantnih proteinov v velikem merilu, ki 
zagotavlja velike količine in kakovost ciljnega produkta. Če je mogoče, jih izražamo v 
mikroorganizmih z visoko specifično hitrostjo rasti in visokim donosom (Primrose, 1991). 
Obstajajo uveljavljeni sistemi heterolognega izražanja proteinov v bakterijah, kvasovkah, 
filamentoznih glivah, celicah insektov in sesalcev ter rastlin (Delic in sod., 2014). Bakterijski 
sistemi so ugodni zaradi enostavne manipulacije in cenovno ugodne produkcije. Značilna 
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sta hitra rast in visoki donosi ciljnih produktov. Dobro uveljavljen sistem za heterologno 
izražanje proteinov je vzpostavljen v po Gramu negativni bakteriji E. coli. Primerna je pri 
izražanju humanih proteinov, pri katerih ni potrebna glikozilacija. Težave predstavljajo 
predvsem netopnost proizvedenih proteinov, tvorba inkluzijskih telesc ter prisotnost ekso- 
in endotoksinov. Po Gramu pozitivne bakterije B. subtillis se najpogosteje uporablja za 
tvorbo encimov (proteaz in amilaz). Ni prisotnih ekso- ali endostoksinov, vendar je 
problematična tvorba proteaz, ki lahko razgrajujejo rekombinatne proteine. Evkariontska 
mikroorganizma, kot sta kvasovki Saccharomyces cerevisiae in Pichia pastoris, se 
uporabljata predvsem za pridobivanje proteinov, kjer sta pomembni glikozilacija in pravilno 
zvijanje proteinov (Binnie in sod., 1997). Omogočata proizvodnjo v visokih donosih, 
značilna je hitra rast v kemijsko definiranih gojiščih (Demain in Vaishnav, 2009).  
 
Filamentozne glive so primerne za pridobivanje proteinov, kjer so pomembne 
posttranslacijske modifikacije. Značilna produkcija v nizkih donosih in tvorba proteaz, ki 
lahko razgrajujejo rekombinantne proteine. Celice insektov kot produkcijski organizem 
omogočajo boljše posttranslacijske modifikacije kot filamentozne glive. Celice insektov 
omogočajo tvorbo topnih proteinov sesalskega izvora, kjer je zagotovljeno pravilno zvijanje 
in glikozilacija ciljnih proteinov. Problemi so predvsem kontaminacija linije z virusi, slabo 
izločanje produktov in cenovno neugodna proizvodnja, kot tudi možnost nepravilnega 
zvijanja proteinov in nepravilne glikozilacije. Transgene živali (npr. miši, koze, prašiči) kot 
produkcijski sistemi za pridobivanje proteinov so časovno neugodni, vendar gre za tkivno 
specifično izražanje rekombinantnih proteinov. Uporaba transgenih rastlin je cenovno 
ugoden in varen način pridobivanja rekombinantnih proteinov. Značilna je nizka stopnja 
kontaminacij z živalskimi patogeni in zmožnost pridobivanja kompleksnih proteinov s 
posttranslacijskimi modifikacijami (Demain in Vaishnav, 2009).  
 
Za doseg proizvodnje v velikem merilu so potrebne predhodne optimizacije biosinteznega 
procesa v manjšem merilu (laboratorij). Pomembni parametri za optimizacijo so na primer 
sestava gojišč, temperature gojenja in pH vrednosti gojišča. Kasneje sledi prenos v pilotno 
merilo in nazadnje v proizvodno merilo. Po končanem bioprocesu sledijo zaključni procesi, 
saj je potrebno pridobljen produkt izolirati. Izolacija je odvisna od mesta, kjer se ciljni 
produkt nahaja. Če je produkt izražen znotrajcelično, je potrebno celice razbijati, če je 
produkt izražen zunajcelično, sledi ločevanje biomase od bioprocesne brozge. V naslednjih 
korakih je pomembno koncentriranje, čiščenje, odstranjevanje nečistoč, kar dosežemo z 
različnimi metodami in tehnikami (Primrose, 1991).  
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2.1.5.1 Pridobivanje encimov z bakterijami Streptomyces spp.  
 
Bakterije rodu Streptomyces tvorijo mnoge medicinsko in industrijsko zanimive sekundarne 
metabolite in mnoge hidrolitične encime. Mnogi od teh encimov imajo ekonomsko vrednost 
in se uporabljajo v medicini ter v prehranski in tekstilni industriji (Anné in sod., 2012). 
Streptomyces sp. so primeren kandidat za heterologno izražanje proteinov ravno zaradi 
sposobnosti izločanja različnih encimov (Binnie in sod., 1997). Za izločanje proteinov 
Streptomyces sp. uporabljajo različne poti. Poznamo sekretorno pot Sec (ang. secretion 
pathway) in twin-arginin odvisno translokacijsko pot Tat (ang. twin-arginine dependent 
translocation). Glavna razlika med njima je v tem, da se pri sekretorni poti Tat preko 
membrane prenašajo dokončno zviti proteini (Anné in sod., 2012). Za Streptomyces sp. je 
na voljo mnogo ekspresijskih vektorjev. Zaradi visoke vsebnosti G+C baznih parov in 
drugačnega nabora nabitih tRNK pri Streptomyces sp. je priporočljiva optimizacija 
kodonskega zaporedja izbranega gena pri ekspresiji evkariontskih proteinov (Vrancken in 
Anné, 2009).  
 
Uveljavljen sistem izražanja heterolognih proteinov pri Streptomyces sp. je v vrsti S. lividans 
(Zhang in sod., 2009). Vrsta S. lividans je bila do sedaj najpogosteje uporabljena, saj nima 
restrikcijskega sistema in ima nizko endogeno proteolitsko aktivnost v primerjavi s 
S. coelicolor. Proteine, ki jih z E. coli in B. subtillis ni mogoče izraziti ali niso izraženi v 
topni obliki, lahko učinkovito izražamo v Streptomyces sp. (Vrancken in Anné, 2009). V 
industriji enega izmed večjih izzivov predstavlja rast Streptomyces sp. v obliki micelija 
(hife), ki se lahko povezuje v večje skupke in tvori pelete. Pri tem je moten prenos hranil in 
kisika v center peleta, s tvorbo micelijev se poveča tudi viskoznost gojišča (Anné in sod., 
2012).  
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Preglednica 1: Nekateri primeri izraženih sekundarnih metabolitov in rekombinantnih proteinov v bakterijah 
iz rodu Streptomyces. GM-CSF ali granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor; EPO ali eritropoetin.  
Metabolit Izvorni organizem 
Produkcijski 
organizem 
Donos ciljnega 
metabolita 
Vir 
Nosokomicin 
A2 
S. ghanaensis 
ATCC14672 
S. coelicolor 
M145, M1152, 
M1154 
/ 
Lopatniuk in sod., 
2014 
Desotamid A 
S. scopuliridis SCSIO 
ZJ46 
S. coelicolor 
M1152 
/ Li in sod., 2015 
Antracimicin Streptomyces sp. T676 
S. coelicolor 
M1152 
/ 
Alt in Wilkinson, 
2015 
Streptokolin S. collinus Tu 365 
S. coelicolor 
M1146 
1,8-3 mg/l Iftime in sod., 2015 
Interlevkin-1β človek  S. lividans 3,8 × 106 U/ml 
Lichenstein in sod., 
1988 
Interferon-α1 človek S. lividans 1,2 × 106 U/ml Noack in sod., 1988 
Ksiloglukanaza  Jonesia sp. S. lividans 100-150 mg/l 
Sianidis in sod., 
2006 
Fitaza (AppA) 
Aspergillus (ficuum) 
niger NRRL 3135 
(ATCC 66876) 
S. lividans, 
S. rimosus 
3-5 U/ml pri 
S. rimosus 
Stahl in sod., 2003; 
Carrillo Rincón in 
sod., 2018 
Katehol 2,3-
dioksigenaza 
(XylE) 
Pseudomonas putida Streptomyces sp. / Ingram in sod., 1989 
Hirudin Hirudo medicinalis S. lividans 250-500 µg/l Bender in sod., 1990 
GM-CSF človek S. lividans 10-15 mg/l Malek in sod., 1990 
Receptor EPO človek  S. lividans 15 mg/l Binnie in sod., 1997 
Streptokinaza 
Streptococcus 
equisimilis  
S. lividans 15 mg/l 
Pimienta in sod., 
2007 
Fosfolipaza D Streptoverticullum S. lividans 42 mg/l Ogino in sod., 2004 
Kalcitonin losos 
S. avermitilis,  
S. lividans 
/ 
Chakraborty in sod., 
2004; Hong in sod., 
2003 
 
 
2.1.5.2 Izražanje heterolognih proteinov v Streptomyces rimosus  
 
Zhang in Tang (2009) ugotavljajo, da so mnogi raziskovalci že uspeli pridobiti nekatere 
komponente PKS tipa II v E. coli, vendar se je izkazalo, da so takšni proteini pogosto netopni 
ali neaktivni. Problem predstavlja predvsem tvorba inkluzijskih telesc. Tako se bakterije 
Streptomyces sp. pogosto uporabljajo za proizvodnjo funkcionalnih elementov PKS tipa II 
(Zhang in Tang, 2009). Zaradi nekaterih značilnosti je S. rimosus zanimiv za heterologno 
izražanje proteinov in ima tudi status GRAS. Tako kot E. coli tudi S. rimosus razmeroma v 
kratkem času doseže visoko celično gostoto. Za razliko od nekaterih drugih Streptomyces sp. 
raste v obliki kratkih fragmentov, zaradi česar je še posebej zanimiv za industrijsko 
pridobivanje proteinov. Sposobnost izločanja heterolognih proteinov v gojišče olajša 
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zaključne procese čiščenja proteinov (Gravius in sod., 1993). Ugodna lastnost je tudi visoka 
učinkovitost transformacije z elektroporacijo (Pigac in Schrempf, 1995). Pri tem je za 
uspešno transformacijo potrebna uporaba plazmidne DNK, ki je pomnožena in izolirana iz 
seva E. coli ET12567, ki je brez dam in dcm metilaz. Tako DNK pri vnosu ni poškodovana 
z restrikcijskim sistemom Streptomyces sp. (MacNeil, 1988).  
 
Neugodne lastnosti S. rimosus za heterologno izražanje proteinov se navezujejo predvsem 
na endogeno genetsko nestabilnost in zunajcelično proteolitsko aktivnost, ki lahko vplivajo 
na količino tarčnega proteina (Gravius in sod., 1993). Problem predstavlja tudi nestabilnost 
plazmidov in slabo ohranjanje replikativnih plazmidov, še posebej kadar uporabljamo 
bifunkcionalni vektor za E. coli in Streptomyces sp. (Carrillo Rincón in sod., 2018). 
S. rimosus učinkovito izloča tudi nekatere zunajcelične encime. Do sedaj so okarakterizirali 
različne endodeoksiribonukleaze, alfa-amilaze, lipaze in metaloendopeptidaze. Zunajcelične 
proteaze lahko razgradijo ciljne proteine (Vitale in sod., 2006). Sposobnost izločanja 
zunajceličnih encimov je tudi ena izmed prednosti pri uporabi S. rimosus za heterologno 
izražanje proteinov. Pogosto so signalne sekvence poti izločanja zunajceličnih encimov 
zanimiv vir signalnih sekvenc za izločanje heterolognih produktov v gojišče (Carrillo 
Rincón in sod., 2018). Za izboljšanje učinkovitosti S. rimosus, kot produkcijskega 
mikroorganizma za heterologno izražanje proteinov, sta na voljo dva integrativna plazmida, 
in sicer vektor pVM, ki vsebuje pSAM2 rekombinazo in pAB04, ki vsebuje φC31 
rekombinazo. Kot primer uporabljajo se tudi naslednji konstitutivni promotorji, kot so 
PermE, PermE* in ORF4/PactI (Carrillo Rincón, 2016).  
 
 
2.1.5.3 Izolacija ciljnih proteinov z metodo afinitetne kromatografije 
 
Čiščenje heterologno izraženega produkta je ključno za določanje njegove funkcije in 
strukture. Ena od metod, ki nam to omogoča je afinitetna kromatografija (Bornhorst in Falke, 
2000). Primarno se afinitetna kromatografija uporablja poleg izolacije in čiščenja proteinov 
tudi za detekcijo, imobilizacijo, stabilizacijo in za povečevanje topnosti proteinov. Poznamo 
različne tipe sistemov, ki temeljijo na različnih bioloških interakcijah med molekulami, kot 
so interakcije encim – substrat, transportni proteini – transportne molekule, bakterijski 
receptorji – serumski proteini, polihistidinski ostanki – kovinski ioni in protitelesa – antigeni 
(Gräslund in Hammarström, 2013). V preglednici 2 so prikazani nekateri uveljavljeni sistemi 
izolacije z afinitetno kromatografijo.  
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Preglednica 2: Nekateri pogosto uporabljeni sistemi afinitetne kromatografije. His-tag ali polihistidinski 
ostanki; GST ali oznaka glutation S-transferaza; StrepII ali streptavidin II; Z in Protein A uvrščamo med 
imunoglobuline G (IgG); ABP ali albumin vezavni protein; MBP ali maltoza vezavni protein; oznaka FLAGTM 
sestoji iz hidrofilnega oktapeptida (Gräslund in Hammarström, 2013).  
Oznaka Velikost oznake [kDa] Ligand Pogoji elucije 
His-tag 1 
keliran dvovalenti kovinski 
ion 
imidazol ali znižanje pH ali 
EDTA 
GST 25 glutation reduciran glutation 
StrepII 1 modificiran streptavidin destiobitin 
Z 7 hIgG znižanje pH 
Protein A 31 hIgG znižanje pH 
ABP 5-25 
človeški serumski albumin 
(HSA) 
znižanje pH 
MBP 41 amiloza maltoza 
FLAGTM 1 
monoklonska protitelesa 
(MAbs M1/M2) 
EDTA ali znižanje pH 
 
Najpogosteje uporabljen sistem afinitetne kromatografije je imobilizirana kovinska 
afinitetna kromatografija (IMAC). IMAC je metoda, ki temelji na ionski izmenjavi 
histidinskih ostankov (his-tag) proteina s kovinskimi ioni (Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+). Pri tem 
so kovinski ioni vezani na nosilec, ki je običajno nitrilotriocetna kislina (NTA) ali 
iminodiocetna kislina (IDA), možni so tudi drugi nosilci. Predhodno se pripravi proteine s 
histidinskimi ostanki (his-tag), kjer se običajno 6 histidinov nahaja na C' ali N' terminalnem 
koncu proteina. Aminokislina histidin tvori vezi s kovinskimi ioni matriksa in tako 
onemogoči imobilizacijo proteina na kolono. Elucijo vezanega proteina s kolone dosežemo 
s pufrom ustreznega pH ali s pufrom, ki vsebuje imidazol (Bornhorst in Falke, 2000).  
 
 
2.2 PRIDOBIVANJE SEKUNDARNIH METABOLITOV S SEVI Streptomyces spp.  
 
Bakterije rodu Streptomyces in filamentozne glive so najpomembnejši proizvajalci 
sekundarnih metabolitov. Ob odkritju antibiotika penicilina se je preučevanje metabolitov s 
potencialno biološko aktivnostjo usmerilo na glive, kasneje na bakterije. Po odkritju 
streptomicina in kasneje kloramfenikola, tetraciklinov ter makrolidov, se je začelo 
podrobneje preučevati tudi Streptomyces sp. V 50. in 60. letih je večina odkritih antibiotikov 
izvirala iz Streptomyces sp. V zadnjem času je v porastu pojav rezistence patogenih bakterij 
na antibiotike (Berdy, 2005). Sinteza antibiotikov pri Streptomyces sp. je odvisna od faze 
rasti. Največ antibiotikov sintetizirajo pri rasti v tekočem gojišču v stacionarni fazi rasti. 
Antibiotiki nastajajo v okviru kompleksnih biosinteznih poti. Geni za biosintezo antibiotikov 
so v genomu v obliki ganskih skupin, ki vsebujejo specifične regulatorne gene, ki delujejo 
kot transkripcijski aktivatorji. Začetek sinteze antibiotikov je odvisen od mnogih fizioloških 
in okoljskih dejavnikov, ko so faza rasti kulture, prisotnost nekaterih signalnih molekul (npr. 
ϒ-butirolakton) in neravnovesja v metabolizmu ter fiziološki stres (Kieser in sod., 2000). 
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Večje skupine antibiotikov, ki jih sintetizirajo aktinomicete so tetraciklini (oksitetraciklin, 
klorotetraciklin, doksiciklin, minociklin) (Chopra in Roberts, 2001), aminoglikozidi 
(neomicin, kanamicin, streptomicin), anguciklini (auricin), ansamicini (rifamicin, 
geldanamicin), antraciklini (primarno protitumorna učinkovina daunorubicin), β-laktami 
(cefamicini), kloramfenikol, glikopeptidi (vankomicin, teikoplanin), lipopeptidi 
(daptomicin), lantibiotiki (mersacidin, aktagardin), makrolidi (klaritromicin, eritromicin), 
oksazolidinoni (cikloserine) in streptogramini (streptogramin) (Barka in sod., 2016).  
 
 
2.2.1 Tetraciklinski antibiotiki 
 
Tetraciklini spadajo v skupino poliketidov, ki jih najdemo v naravi. Imajo pomembno vlogo 
v medicini, saj so eni izmed prvih večjih skupin antibiotikov s širokim spektrom delovanja. 
So v klinični rabi proti po Gramu pozitivnim in negativnim patogenim bakterijam, kot tudi 
mikoplazmam, znotrajceličnim klamidijam, rikecijam in protozojskim parazitom (Chopra in 
Roberts, 2001). Osnovno ogrodje molekule tetraciklina so 4 linearno vezani 6-členski 
ogljikovi obroči, na katere so vezane različne periferne funkcionalne skupine, kot je 
prikazano na sliki 2. Periferne funkcionalne skupine tetraciklina lahko razdelimo na zgornjo 
in spodnjo periferno regijo z različnimi funkcionalnimi skupinami. Spodnja periferna regija, 
ki vključuje mesta od (Slika 2) C10 do C4a, je udeležena v interakcije s 30 S ribosomsko 
podenoto, kar inhibira sintezo proteinov (Petković in sod., 2017). Pri teh interakcijah 
sodelujejo molekule kisika vezane na (Slika 2) C10-C1 in amidna skupina na C2. Dokazano 
je bilo, da modifikacije spodnje periferne regije vplivajo na zmanjšano antimikrobno 
aktivnost molekule. Nasprotno modifikacije zgornje periferne regije, zlasti na mestu C7-C9, 
vplivajo na večjo antimikrobno aktivnost proti različnim biološkim tarčam (Chopra in 
Roberts, 2001).  
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Slika 2: Osnovno ogrodje tetraciklina naravnega izvora. Zgornja in spodnja periferna regija sta označeni s sivo 
barvo. V preglednici spodaj so prikazane različne kombinacije funkcionalnih skupin, ki pripadajo različnim 
spojinam (Petković in sod., 2017).  
 
Prva tetraciklinska antibiotika odkrita okoli leta 1950, sta klorotetraciklin (7-kloro-
tetraciklin ali CTC) in oksitetraciklin (5-hidroksi-tetraciklin ali OTC) (Petković in sod., 
2017). Široka uporaba tetraciklinov v medicini in veterini je vodila k razvoju rezistentnih 
mehanizmov patogenih bakterij in s tem zmanjšani učinkovitosti tetraciklinov v klinični 
uporabi. To je vodilo do potrebe po razvoju novih tetraciklinskih derivatov. Klinično 
najpomembnejša tetraciklina druge generacije sta doksiciklin in minociklin (Pickens in 
Tang, 2010). Za pridobitev novega analoga 6-deoksitetraciklina ali doksiciklina so 
raziskovalci iz podjetja Pfizer modificirali enega izmed obročev oksitetraciklina (Slika 2, 
obroč označen z C) (Nelson in Levy, 2011). V letu 1967 je bil doksiciklin potrjen s strani 
FDA in se uporablja še danes za zdravljenje bakterijskih infekcij, kot so pljučnica, akne, 
klamidijske infekcije, zgodnja limska bolezen, kolera in sifilis. Poleg tega se uporablja tudi 
kot kemoprofilaksa ter za zdravljenje malarije (Petković in sod., 2017). Tretja generacija 
tetraciklinov so glicilciklini, za katere se je izkazalo, da zavirajo rast po Gramu pozitivnim 
in negativnim bakterijam, hkrati inhibirajo rast nekaterih rezistentnih sevov. Primer tretje 
generacije tetraciklinskih antibiotikov je tigeciklin, ki je derivat minociklina, ki je bil v letu 
2005 potrjen za klinično rabo s strani FDA (Pickens in Tang, 2010). Modifikacije 
tetraciklinov so doprinesle k razvoju mnogih biološko aktivnih učinkovin. Po množičnem 
razvoju bakterijske rezistence na tetracikline prve in druge generacije, je raba tetraciklinov 
v kliniki nekoliko upadla. To je spodbudilo razširjanje programov za iskanje novih 
antibiotikov. Z razvojem novih biosinteznih pristopov in razumevanjem biosinteze 
obstoječih tetraciklinov so se pojavile nove priložnosti v razvoju tetraciklinskih antibiotikov 
(Petković in sod., 2017).  
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Glede na način delovanja oziroma sposobnost inhibicije sinteze proteinov lahko 
tetraciklinske antibiotike razdelimo na dve skupini. Prva so tipični tetraciklini, kamor 
spadajo OTC, minociklin, doksiciklin in tigeciklin. Z vezavo na 30 S podenoto ribosoma 
zavrejo sintezo proteinov. Druga skupina so atipični tetraciklini, kot so kelokardin in 
anhidrotetraciklin. Izkazalo se je, da njihov mehanizem delovanja ni nujno vezan na 
zaviranje sinteze proteinov, ampak imajo drugačen način delovanja, kar predstavlja 
priložnost za razvoj novih tetraciklinov. Prva skupina tetraciklinov deluje bakteriostatično, 
medtem ko druga deluje bakteriocidno. Predvideva se, da najverjetneje povzročajo motnje v 
citoplazmatski membrani tarčne celice (Oliva in sod., 1992). Primer atipičnega tetraciklina 
je kelokardin (CHD), ki izvira iz bakterije Amycolatopsis sulphurea. Z biosinteznimi pristopi 
so sintetizirali analoge CHD (Slika 2), med katerimi so nekateri kazali potencialno 
protibakterijsko aktivnost proti večkratno odpornim patogenom, celo proti po Gramu 
negativnim bakterijam. Razlika v zgodnji biosintezi OTC in CHD je v tem, da v začetne 
reakcije pri CHD vstopa acetat (Lešnik in sod., 2015).  
 
 
2.2.2 Poliketid sintaze (PKS) 
 
Poliketidi so raznovrstna skupina spojin, ki jih sintetizirajo bakterije, glive in rastline. Vloga 
v naravi pri mnogih še ni raziskana, vendar med njimi pogosto najdemo pigmente, faktorje 
virulence, informacijske molekule ali molekule za obrambo. S farmakološkega vidika so 
poliketidi pomemben vir novih terapevtikov. V medicini jih uporabljamo kot antibiotike, 
zaviralce imunskega sistema (imunosupresante), antiparazitike, zniževalce holesterola in 
protitumorne učinkovine (Hertweck, 2009). Mehanizem izgradnje verige poliketidov 
spominja na biosintezo maščobnih kislin. Podobnosti najdemo pri mehanizmu podaljševanja 
verige in prekurzorjih, kot sta acetil-CoA in malonil-CoA. Tako poliketidi kot maščobne 
kisline nastajajo s ponavljajočo se Cleisenovo dekarboksilativno tioestersko kondenzacijo, 
pri tem sodelujeta kot začetna enota aktivirana acilna skupina in podaljševalna enota 
malonil-CoA. V procesu sodelujejo različni encimi, kot so β-ketoacilsintaza, malonilacil 
transferaza in acil-prenašalni protein ali CoA (Smith in Tsai, 2007).  
 
Biosinteza poliketidov se od biosinteze maščobnih kislin razlikuje v večjem številu osnovnih 
gradnikov in nastanku različnih dolžin verig. V biosintezi maščobnih kislin poteče 
reduktivni cikel po vsaki elongaciji, česar v biosintezi poliketidov običajno ne najdemo. 
Redukcija je lahko v biosintezi poliketidov pri posamezni elongaciji izpuščena, posledično 
je vzorec nastajajoče verige kompleksnejši, kar vpliva na funkcionalnost nastale molekule 
(Hertweck, 2009). Sklope encimov, ki so udeleženi v biosintezi poliketidov imenujemo 
poliketid sintaze (PKS) Poznamo tri tipe PKS:  
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 PKS tip I so linearno organizirane in kovalentno povezane katalitične domene. PKS 
tip I delimo še na ne-iterativni ali modularni tip, ki ga najdemo predvsem pri 
bakterijah ter na iterativni tip, ki je poleg bakterij značilen predvsem za glive. 
Poglavitna lastnost modularnega tipa PKS I je organiziranost domen v module ali 
multiencimske komplekse. Posamezen modul je tekom sinteze poliketida uporabljen 
samo enkrat. Primer modularnega tipa PKS I je 6-deoksieritromicin B sintaza 
(DEBS) za biosintezo reduciranih poliketidov npr. makrolidov kot je eritromicin A 
(Shen, 2003; Hertweck, 2009).  
 
 PKS tip II je značilen samo za bakterije, zlasti za aktinomicete. PKS tipa II so 
iterativni individualni kompleksi, ki imajo tekom biosinteze eno ali več specifičnih 
vlog. Začetna enota izgradnje osnovne verige poliketida je običajno acetat, 
podaljševalna enota je malonat. Začetne reakcije katalizirajo encimi minimalnega 
kompleksa poliketid sintaz (mPKS), ki je sestavljen iz ketosintaz KSα in KSβ ter 
acil-prenašalnega proteina (ACP) (Weissman, 2009; Das in Khosla, 2009). Skupaj z 
mPKS sodelujejo tudi encimske podenote, kot so ketoredukteze, ciklaze in 
aromataze, ki kontrolirajo izgradnjo osnovne poliketidne verige. Nastale poliketidne 
produkte nato dodatno remodelirajo encimi oksigenaze, glikozil-, N-, O- in C- (Rix 
in sod., 2002). Primer je PKS tip II za biosintezo policikličnih aromatskih poliketidov 
kot je tetracenomicina C (Shen, 2003). Poleg tega so s PKS tipom II sintetizirani tudi 
tetraciklinski antibiotiki (Pickens in Tang, 2010).  
  
 PKS tip III je poznan zaradi dobro preučenih rastlinskih halkon sintaz, za katere so 
značilni multifunkcionalni encimi. Podobne encime rastlinskim encimom PKS tipa 
III so opisali tudi pri glivah in bakterijah (Hertweck, 2009). V nasprotju z 
multiencimsko organizacijo PKS tipa II, imajo PKS tipa III eno ketosintazam 
podobno aktivno mesto, ki katalizira kondenzacijo acetatnih enot, kar vodi v 
nastanek mono- ali bicikličnih aromatskih produktov. Halkon sintaze delujejo 
neodvisno od acil-prenašalnega proteina. Podaljševanju verige običajno sledi 
intramolekularna kondenzacija in aromatizacija linearnih intermediatov. Vse 
reakcije potekajo v enem aktivnem mestu (Weissman, 2009).  
 
 
2.2.2.1 Biosinteza oksitetraciklina (OTC) 
 
Oksitetraciklin (OTC) je antibiotik širokega spektra, ki ga uvrščamo med tetraciklinske 
antibiotike. Z vezavo na 30 S ribosomalno podenoto deluje inhibitorno na sintezo proteinov 
v bakterijah. Spada med aromatske poliketide. Začetne reakcije biosinteze oksitetraciklina 
katalizirajo encimi minimalnega kompleksa PKS (mPKS), ki spadajo v PKS tipa II. 
Kompleks mPKS je sestavljen iz treh encimov in sintetizira osnovno ogrodje oksitetraciklina 
(Pickens in Tang, 2010). Encimski kompleks mPKS, ki je potreben za sintezo OTC, je 
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podrobneje opisan v poglavju 2.2.2.2. Dodatno sta v začetne reakcije udeležena še 
aciltransferaza OxyP ter amidotransferaza OxyD, ki katalizira transaminacijske reakcije 
malonata v malonamat. Po izgradnji osnovnega skeleta z encimskim kompleksom mPKS 
sintezo prvega aromatskega obroča katalizirata encima ketoreduktaza OxyJ in 
ciklaza/aromataza OxyK (Slika 4). Tako se reducira keto skupina na C8 mestu, pri tem 
dobimo prvi aromatski obroč. Sledi sinteza drugega obroča, pri čemer je predvidoma 
udeležen encim OxyN. Zaprtje tretjega obroča velja za spontano reakcijo. Za nastanek 
četrtega obroča ni povsem jasno ali je pri tem udeležen OxyI, saj zopet obstaja možnost 
spontanega zaprtja (Zhang in sod., 2007; Petković in sod., 2017).  
 
 
 
Slika 3: Genska skupina oksitetraciklina pri S. rimosus. Encimska aktivnost posameznih genov je označena v 
legendi zgoraj. Po vrsti si v legendi sledijo geni za rezistenco, minimalni PKS, geni udeleženi v reakcije 
začetnih enot, geni za encime kot so ketoreduktaze, ciklaze, oksigenaze, aminotransferaze, metiltransferaze in 
geni udeleženi v regulacijo (Petković in sod., 2017).  
 
Glede na podatke pridobljene iz študij intermediatov izoliranih iz mutant S. rimosus in 
S. aureofaciens so bili predlagani nadaljnji koraki modifikacije intermediatov OTC. Na sliki 
3 je prikazana genska skupina oksitetraciklina pri S. rimosus. Metilacija pozicije C6 je ena 
izmed prvih reakcij modifikacije osnovnega ogrodja oksitetraciklina, katero katalizira metil-
transferaza OxyF. Metilacija pozicije C6 ni obvezen začetni korak reakcij modifikacije 
skeleta, vendar je prisotna pri vseh zgodnjih intermediatih OTC in CTC. Sledi hidroksilacija 
obroča A na poziciji med C4 in C12, reakcijo katalizira encimski par OxyL in OxyE. 
Hidroksilacija C4 mesta je predpogoj za vnos amino skupine na mesto C4, ki poteče s PLP-
odvisno aminotransferazo OxyQ. Sledi dimetilacija aminoskupine z N,N-dimetiltransferazo 
OxyT, pri tem nastane anhidrotetraciklin. Hidroksilacijo na mestu C5 pri biosintezi 
oksitetraciklina katalizira encim OxyS (Petković in sod., 2017).  
 
Perić-Concha in sodelavci (2005) so opisali, da delecija gena otcC za protein OxyS vodi v 
nastanek triciklične spojine, ki vsebuje 17 ogljikovih atomov. Dokazali so, da lahko encim 
iz poznih reakcij modifikacije oksitetraciklina vpliva na minimalni PKS. Minimalni PKS v 
tem primeru sintetizira poliketid z neobičajno dolžino verige iz ogljikovih atomov (Perić-
Concha in sod., 2005). Zadnji korak v biosintezi oksitetraciklina je redukcija dvojne vezi na 
mestih med C5a in C11, ki jo katalizira OxyR (Wang in sod., 2012). Pri biosintezi CTC 
poteče kot končni korak še halogenizacija na mestu C7 s pomočjo halogenaze CtcP (Zhu in 
sod., 2013).  
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Slika 4: Shematski prikaz predlagane biosintezne poti oksitetraciklina (OTC) in klorotetraciklina (CTC) 
bakterij S. rimosus in S. aureofaciens (Petković in sod., 2017). 
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2.2.2.2 Minimalni kompleks poliketid sintaze v biosintezi OTC 
 
Iz kemijske strukture oksitetraciklina in drugih tetraciklinskih antibiotikov je razvidno, da 
gre za aromatske poliketide. Ti so sintetizirani z encimi zgodnje stopnje biosinteze oziroma 
z encimi minimalnega kompleksa poliketid sintaze tipa II (mPKS). Minimalni kompleks 
poliketid sintaze pri sintezi oksitetraciklina sestoji iz treh encimov:  
 ketosintaze-α (KSα, OxyA),  
 ketosintaze-β (KSβ, OxyB) in  
 acil-prenašalnega proteina (ACP, OxyC) (Pickens in Tang, 2010).  
 
 
Slika 5: Predlagani model mPKS kompleksa. Predstavlja heterodimer ketosintaz KSα in KSβ, poleg tega je v 
encimski kompleks mPKS vključen tudi acil-prenašalni protein (ACP). Znotraj kompleksa je prikazana 
nastajajoča poliketidna veriga (Hertweck in sod., 2006). 
 
KSβ deluje kot faktor podaljševanja verige in skupaj s KSα tvori heterodimer (Das in Khosla, 
2009), predlagan model heterodimera KSα-KSβ prikazuje slika 5. Heterodimer KSα-KSβ 
skupaj z ACP katalizirajo Claisenovi kondenzaciji podobno združevanje osnovne enote, pri 
čemer gre najverjetneje za malonamil-CoA, z osmimi podaljševalnimi enotami malonil-
CoA. Pri tem nastaja poliketidna veriga, ki je dolga 18 C-atomov in služi kot osnovni skelet 
v nadaljnji biosintezi oksitetraciklina (Keatinge-Clay in sod., 2004). Predpostavljeno je bilo, 
da lahko podaljševalna enota malonil-CoA in acil-prenašalni protein izhajata tudi iz sinteze 
maščobnih kislin (Revill in sod., 1995).  
 
 
Slika 6: Heterodimer KSα-KSβ (CLF) skupaj z ACP katalizirajo Claisenovi kondenzaciji podobno združevanje 
osnovne enote, pri tem nastaja poliketidna veriga, ki služi kot osnovni skelet v nadaljnji biosintezi OTC 
(Pickens in Tang, 2010).  
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Podenoti KSα in KSβ sta si po aminokislinskih sekvencah podobni, razlikujeta se predvsem 
v tem, da KSβ v aktivnem mestu ne vsebuje cisteina. KSα tako s cisteinom v aktivnem mestu 
katalizira kondenzacijo posameznih enot v verigo, med tem ko KSβ deluje kot faktor 
podaljševanja verige (CLF, ang. chain length factor) (Hertweck in sod., 2006). Na primeru 
aktinorodina in tetracenomicina se je izkazalo, da je cistein v aktivnem mestu KSβ mutiral 
v glutaminski ostanek, kar je pomembno pri dodajanju enot, saj se malonil-CoA v tem 
primeru dekarboksilira (Bisang in sod., 1999). Poleg encimov mPKS sta dodatno udeleženi 
še amidotransferaza (OxyD), ki katalizira reakcije transaminacije malonata v malonamat in 
homologna putativna aciltransferaza (OxyP), katere vloga v začetnih reakcijah biosinteze še 
ni docela pojasnjena (Wang in sod., 2011).  
 
 
 
 
Slika 7: Dve predlagani poti sinteze malonamata v začetku biosinteze osnove verige OTC. MAT je okrajšava 
za malonil-CoA:ACP aciltransferazo, ki izhaja iz biosinteze maščobnih kislin in sodeluje pri začetnih reakcijah 
biosinteze OTC (1). Dodatno udeležena še amidotransferaza (OxyD), ki katalizira reakcije transaminacije 
malonata v malonamat (2) (Pickens in Tang, 2010). 
 
 
 
 
Slika 8: Mehanizem biosinteze osnovne verige OTC. MCAT je okrajšano malonil-CoA:ACP transferaza, 
izhaja iz biosinteze maščobnih kislin (Hertweck in sod., 2006).  
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Za razumevanje katalitične aktivnosti encimov PKS tipa II je potrebno pridobiti vse encime 
tega kompleksa in postaviti in vitro testni sistem, ki omogoča rekonstrukcijo in ovrednotenje 
katalitične aktivnosti individualnih komponent. Tako pridobimo informacije o substratih, ki 
jih encimi uporabljajo, določimo lahko začetne enote, mehanizem delovanja in kinetiko. Pri 
postavitvi in vitro testnega sistema obstaja tudi nekaj izzivov, ki se nanašajo predvsem na 
dejstvo, da je mnogo cikličnih intermediatov aromatičnih PKS v vodi netopnih, kar oteži 
študije poznih modifikacij skeleta. Pri preučevanju encimov udeleženih v biosintezo je 
potrebna tudi kontrola koncentracij posameznih encimov, njihovih kofaktorjev in 
prekurzorjev. Z rekonstrukcijo biosinteze pridobimo nova znanja za sintezo novih 
poliketidov ali analogov že obstoječih učinkovin (Zhang in Tang, 2009). Izolacija 
specifičnih proteinov omogoča boljše razumevanje kompleksnih biosinteznih procesov, v 
katere so ti proteini udeleženi. Z in vitro določevanjem njihovih biokemijskih in strukturnih 
lastnosti pridobimo vpogled v njihovo funkcijo znotraj biosinteznih poti. Novo pridobljena 
znanja lahko apliciramo v industrijo in izboljšamo proizvodne procese tarčnih proteinov 
(Delic in sod., 2014).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 SHEMA DELA 
 
 
Slika 9: Shema eksperimentalnega dela v okviru magistrske naloge.  
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3.2 MATERIAL 
 
3.2.1 Laboratorijska oprema 
 
V okviru eksperimentalnega dela smo uporabljali naslednjo laboratorijsko opremo:  
 aparatura PCR (Bio-Rad) 
 aparatura za elektroforezo (Bio-Rad) 
 aparatura za analizo agaroznih gelov (Bio-Rad) 
 avtoklav (Sutjeska) 
 avtomatske pipete (Gilson) 
 brezprašna komora (Iskra Pio) 
 centrifuga (Sigma 3K30, Tehtnica) 
 elektroporator MicroPulser (Bio-Rad) 
 hladilnik (Gorenje) 
 inkubator (Sutjeska) 
 magnetno mešalo (IKA, Rotamix) 
 mikrovalovna pečica (Sanyo) 
 pH meter (Mettler toledo) 
 sonifikator (Cole-Parmer) 
 stresalnik (Infors HT)  
 sušilnik (Elektromedica) 
 tehtnica (Mettler Toledo, Sartorius Excellence) 
 zamrzovalna omara (Gorenje) 
 
3.2.2 Steklovina in ostali material 
 
V okviru eksperimentalnega dela smo uporabljali steklovino in materiale, kot so:  
 aluminijasta folija 
 centrifugirke (50 ml) 
 čaše 
 epruvete 
 Erlenmajerjeve steklenice (erlenmajerice)  
 filtri za brizge (0,20 µm) 
 spatule po Drigalskem in cepilne zanke za enkratno uporabo 
 homogenizator 
 kivete za elektroporacijo (1 mm in 2 mm) 
 merilne bučke 
 merilni valji 
 mikrocentrifugirke (1,5 ml, 2 ml) 
 mikrotitrske plošče 
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 nastavki za avtomatske pipete 
 penasti zamaški 
 plastične petrijevke 
 steklenice z zamaški (1000 ml, 500 ml, 250 ml, 50 ml) 
 
 
3.2.3 Bakterijski sevi  
 
3.2.3.1 Escherichia coli sev DH10β in sev ET12567 
 
E. coli sev DH10β je zaradi ugodnih lastnosti pogosto uporabljen sev v raziskovalnih 
ustanovah. Njegove prednosti so visoka učinkovitost transformacije, sposobnost privzema 
in ohranjanje stabilnosti večjih plazmidov (Durfee in sod., 2008). Sev DH10β smo uporabili 
za pomnoževanje plazmidne DNK in ponovno transformacijo izolirane DNK iz S. rimosus 
∆OTC z namenom preverjanja ustreznosti transformant S. rimosus ∆OTC, ki so prejeli 
plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. Genotip seva 
E. coli DH10β (Invitrogen): F- endA1 deoR+ recA1 galE15 galK16 nupG rpsL Δ(lac)X74 
φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR λ– 
 
E. coli sev ET12567 je brez dam in dcm metilaz, tako DNK pri vnosu ni poškodovana z 
restrikcijskim sistemom. Sev ET12567 smo uporabili za pomnoževanje plazmidne DNK, 
katero smo nato transformirali v S. rimosus ∆OTC. Genotip seva E. coli ET12567 (MacNeil, 
1988): F- dam13::Tn9 dcm6 hsdM hsdR zjj-202::Tn10 recF143::Tn1I galK2 galT22 ara14 
lacY1 xyl5 leuB6 thi1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx78 mtl1 glnV44 
 
3.2.3.2 Streptomyces rimosus ∆OTC 
 
S. rimosus ∆OTC imenovan tudi »white« ali »beli sev« smo uporabili za proizvodnjo ciljnih 
proteinov mPKS (KSα, KSβ in ACP). S. rimosus ∆OTC je brez genov za biosintezo 
antibiotika oksitetraciklina (OTC). Sev izvira iz raziskovalne skupine prof. dr. Iain S. 
Hunterja iz Univerze Strathclyde (Glasgow, Škotska).  
 
 
3.2.4 Plazmidi 
 
Pri optimizaciji kompetentnih celic S. rimosus ∆OTC smo uporabili plazmid pKC1139, 
katerega mapa je prikazana na sliki 10. V nalogi smo uporabili tudi replikativen plazmid 
pVF, katerega mapa in segregacijska nestabilnost v S. rimosus sta prikazani na sliki 11. 
Plazmid pVF je sestavljen iz komercialnega plazmida E. coli pUC19 (Invitrogen) in 
plazmida Streptomyces pPZ12 (Chambers in Hunter, 1984). Tako pVF nosi zapis za 
genetske elemente, ki omogočajo manipulacijo DNK v E. coli, kot tudi možnost vnosa in 
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pomnoževanja plazmida pVF v S. rimosus. S sekvenciranjem plazmida pVF so pridobili 
podatek o velikosti plazmida, ki znaša 8787 bp in vsebnosti G+C baznih parov 64,5 % 
(Carrillo Rincón in sod., 2018).  
 
Slika 10: Shema plazmida pKC1139 (Kieser in sod., 2000).  
 
 
Slika 11: Shema plazmida pVF (A) in segregacijska nestabilnost plazmida pVF v S. rimosus ob odsotnosti 
selekcijskega markerja (B) (Carrillo Rincón in sod., 2018).  
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Z restrikcijskim encimom PstI plazmid pVF razdelimo na E. coli in Streptomyces sp. 
fragment. Vsebuje šest predvidenih odprtih bralnih okvirjev (ORF, ang. open reading frame). 
Dva ORF plazmida pUC19 sta gen za rezistenco na antibiotik ampicilin (ampR) in pBM1 
ori. Preostali štirje ORF se nahajajo na Streptomyces delu plazmida, gen za rezistenco na 
antibiotik tiostrepton (tsR), pIJ101 ori, korB in orf56. Opredeljena je bila tudi segregacijska 
nestabilnost plazmida pVF v S. rimosus. Ocenili so stopnjo izgube plazmida pVF pri 
subkultivacijah transformant S. rimosus v tekočem gojišču TSB brez selekcijskega markerja 
tiostreptona. Vsakih 24 ur so kulture nanesli na trdna gojišča TSA z dodanim antibiotikom 
tiostreptonom in trdna gojišča TSA brez antibiotika. S štetjem enot CFU po 48 urah 
inkubacije so določili delež celic, ki je še vseboval plazmid pVF. V vsakem koraku 
subkultivacije je 30 % celic izgubilo plazmid pVF (Carrillo Rincón, 2016).  
 
 
3.2.5 Plazmidi pVF s konstrukti posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC 
 
Plazmidi pVF s konstrukti posameznih genov za izražanje oxyA, oxyB in oxyC so bili izdelani 
v okviru doktorske naloge Carrillo Rincón (2016). V preglednici 3 so navedeni podatki o 
posameznih proteinih mPKS, ki so udeleženi v biosintezi OTC. Na sliki 12 je shematski 
prikaz plazmida pVF srT oxyA 3‘HT. Označena so tudi najpomembnejša mesta restrikcijskih 
encimov. Ostali plazmidi so navedeni v preglednici 4. Na sliki 13 in 14 so shematsko 
prikazani konstrukti z geni za izražanje elementov mPKS, ki so bili vstavljeni v plazmid 
pVF. Primer konstrukta z genom oxyA v plazmidu pVF na sliki 12 (pVF srT oxyA 3'HT). 
Zasnovani so bili na dva načina, in sicer brez signalne sekvence (Slika 13) in s signalno 
sekvenco srT (Slika 14). Signalna sekvenca srT je signalna sekvenca nativne tripsinu 
podobne proteaze (ang. trypsine-like protease signal sequence), ki omogoča izločanje ciljnih 
proteinov v zunajcelični prostor, kar olajša izolacijo. Konstrukti vsebujejo inducibilen 
tetraciklinski promotor tcp830 in so označeni s histidinskimi ostanki (his-tag, HT). Carrillo 
in sod. (2018) so poročali, da se promotor tcp830 v bakteriji S. rimosus, kljub temu da gre 
za inducibilen promotor, obnaša konstitutivno.  
 
Preglednica 3: Podatki o komponentah mPKS udeleženih v biosintezo OTC (pridobljeno iz podatkovne baze 
UniProt). 
Ime gena 
Dolžina DNK 
(bp) 
Oznaka 
proteina 
Poimenovanje proteina 
Dolžina 
(AK) 
Masa 
(kDa) 
oxyA 1278 OxyA Ketosintaza-α (KSα) 425 45,0 
oxyB 1269 OxyB Ketosintaza-β (KSβ) 422 43,6 
oxyC 288 OxyC Acil-prenašalni protein (ACP) 95 9,2 
oxyP 1023 OxyP Aciltransferza (AT) 340 35,5 
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Slika 12: Shematski primer plazmida pVF srT oxyA 3'HT. Konstrukt vsebuje gen za oxyA (ketosintaza-α), 
tetraciklinski promotor (tcp830), signalno sekvenco za zunajcelično izločanje (srT) in oznako his-tag (HT).  
 
 
Preglednica 4: Legenda oznak plazmidov pVF s konstrukti posameznih genov za izražanje oxyA, oxyB in oxyC, 
ki so udeleženi v biosintezo OTC. 
Polno ime plazmida Okrajšana oznaka Oznaka z zaporedno št. klona 
pVF  pVF pVF (1) 
pVF oxyAB 3‘HT AB 3 AB 3 (1) 
pVF oxyAB 5‘HT AB 5 AB 5 (1) 
pVF oxyC 3‘HT C3 C3 (1) 
pVF srT oxyA 3‘HT A A (1) 
pVF srT oxyB 3‘HT B B (1) 
pVF srT oxyC 3‘HT C C (1) 
pVF srT oxyP 3‘HT P P (1) 
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Slika 13: Konstrukti s posameznimi geni za izražanje elementov mPKS, ki so bili vstavljeni v plazmid pVF, 
so brez signalne sekvence srT ter z oznako his-tag (HT) in tetraciklinskim promotorjem (tcp830). 
 
 
 
Slika 14: Konstrukti s posameznimi geni za izražanje elementov mPKS, ki so bili vstavljeni v plazmid pVF, 
vsebujejo signalno sekvenco srT za zunajcelično izločanje proteinov ter z oznako his-tag (HT) in 
tetraciklinskim promotorjem (tcp830).  
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3.2.6 Kompleti za izolacijo DNK  
 
Za izolacijo DNK iz transformant S. rimosus ∆OTC smo uporabili komplet GenCatchTM 
Plasmid DNK Mini-Prep Kit (Epoch Life Science, ZDA). Izolacija je potekala po navodilih 
proizvajalca z uporabo pufrov, katerih sestava je zapisana v poglavju 3.2.9. Izolacija 
plazmidne DNK iz celic sevov E. coli ET12567 in DH10β je potekala po metodi navedeni v 
poglavju 3.3.9. 
 
 
3.2.7 Antibiotiki 
 
Tiostrepton smo hranili pri -20 °C v založni koncentraciji 30 mg/ml, raztopljenega v DMSO. 
V trdna gojišča smo ga dodali do končne koncentracije 30 µg/ml, v tekoča gojišča do končne 
koncentracija 5 µg/ml. 
 
Ampicilin smo hranili pri -20 °C v založni koncentraciji 100 mg/ml. V trdna in tekoča 
gojišča smo dodali do končne koncentracije 100 µg/ml.  
 
 
3.2.8 Gojišča  
 
Gojišče soja-manitol (SM) 
Gojišče SM smo pripravili tako, da smo v čašo zatehtali vse kemikalije navedene v 
preglednici 5 in dopolnili z dH2O do končnega volumna. Gojišče smo premešali na 
magnetnem mešalu pri nižjih hitrostih, da smo preprečili penjenje. Nato smo umerili pH 
vrednost na 7,00. Gojišče smo nato razdelili v 3 steklenice z zamaški in avtoklavirali 20 min 
pri 121 °C in 1,2 bara. V primerno ohlajeno gojišče smo aseptično dodali antibiotik 
tiostrepton do končne koncentracije 30 µg/ml. Gojišče smo v brezprašni komori razlili v 
petrijevke. Do uporabe smo gojišča hranili pri 4 °C. 
 
Preglednica 5: Sestava gojišča SM. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
Sojina moka 20 g Sigma-Aldrich, ZDA 
D-manitol  20 g Kemika, Hrvaška 
Bakteriološki agar  20 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
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Produkcijsko gojišče GOTC 
Produkcijsko gojišče smo pripravili tako, da smo v čašo zatehtali vse kemikalije navedene v 
preglednici 6 in odpipetirali ustrezna volumna 1 % raztopin ZnSO4 ter MnSO4. Z vodovodno 
vodo smo dopolnili do končnega volumna. Sledilo je segrevanje gojišča do 80 °C na 
magnetnem mešalu. Ko je gojišče doseglo 80 °C smo ga ohladili na sobno temperaturo in 
umerili pH na 6,25 ± 0,01. Gojišče smo nato razdelili po 200 ml v 1 L steklene erlenmajerice 
in zatesnili s penastimi zamaški. Sterilizirali smo jih 30 min, pri 121 °C in 1,2 bara. Do 
uporabe smo gojišče hranili na sobni temperaturi.  
 
Preglednica 6: Sestava produkcijskega gojišča GOTC. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
MOPS 7 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Sojina moka 42 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Amonijev sulfat 6 g Merck, Nemčija 
Magnezijev klorid 2 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Natrijev klorid 1,5 g Merck, Nemčija 
Kalcijev karbonat 7,3 g Merck, Nemčija 
Koruzni škrob 28 g Merck, Nemčija 
1 % raztopina ZnSO4 10 mL Merck, Nemčija 
1 % raztopina MnSO4 3,75 mL Merck, Nemčija 
Vodovodna voda do 1000 mL  
 
 
Gojišče CRM 
Gojišče CRM (Pigac in Schrempf, 1995) smo pripravili tako, da smo najprej v čašo zatehtali 
vse kemikalije naštete v preglednici 7. Z dH2O smo dopolnili do končnega volumna in 
premešali na magnetnem mešalu. Sledila je umeritev pH na 7,3 ± 0,1. Gojišče smo nato 
avtoklavirali 20 min pri 121 °C in 1,2 bara. Do uporabe smo gojišča hranili pri 4 °C. 
 
Preglednica 7: Sestava gojišča CRM. 
Kemikalije Količina  Proizvajalec 
Glukoza 10 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Saharoza 103 g Sigma-Aldrich, ZDA 
MgCl2 × 6 H2O 10,12 g VWR Chemicals, ZDA 
TSB  15 g Biolife, Italija 
Kvasni ekstrakt 5g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
 
Gojišče TSB (ang. Tryptic Soy Broth) in TSA (ang. Tryptic Soy Agar) 
Gojišče TSB smo pripravili tako, da smo najprej v čašo zatehtali vse kemikalije naštete v 
preglednici 8. Z dH2O smo dopolnili do končnega volumna in premešali na magnetnem 
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mešalu. V primeru TSA smo dodali agar. Gojišče smo nato avtoklavirali 20 min pri 121 °C 
in 1,2 bara. Do uporabe smo gojišča hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 8: Sestava gojišča TSA (Kieser in sod., 2000). 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
Tripton 17 g Merck, Nemčija 
Sojin pepton 3 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Glukoza 2,5 g Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl 5 g Merck, Nemčija 
K2HPO4 2,5 g Merck, Nemčija 
Bakteriološki agar 20 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
 
Gojišče 2TY (ang. Tryptone Yeast Extract Media) 
Trdno gojišče 2TY smo uporabljali za kultivacijo sevov E. coli DH10β in ET12567. 
Pripravili smo ga tako, da smo v čašo zatehtali vse kemikalije naštete v preglednici 9. Z 
dH2O smo dopolnili do končnega volumna in premešali na magnetnem mešalu. Sledila je 
umeritev pH na 7,0. Gojišče smo nato avtoklavirali 20 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. V 
primeru trdega gojišča z dodanim agarjem smo gojišču dodali antibiotik in ga v brezprašni 
komori razlili v sterilne petrijeve plošče. Do uporabe smo trdna in tekoča gojišča 2TY hranili 
pri 4 °C.  
 
Preglednica 9: Sestava gojišča 2TY. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
Tripton 16 g Merck, Nemčija 
Kvasni ekstrakt 10 g Biolife, Italija 
NaCl 5 g Merck, Nemčija 
Bakteriološki agar 20 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
 
3.2.9 Raztopine in pufri 
 
Priprava pufra ET 
Pufer ET smo pripravili tako, da smo najprej v čašo zatehtali vse kemikalije naštete v 
preglednici 10, nato smo dodali del destilirane vode in premešali na magnetnem mešalu pri 
nizkih hitrostih. Raztopino smo prenesli v 10 ml volumetrično bučko in dopolni z dH2O. 
Pufer smo aseptično filtrirali v sterilno plastično epruveto z zamaškom. Do uporabe smo 
pufer hranili pri 4 °C.  
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Preglednica 10: Sestava pufra ET za elektrokompetentne celice. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
PEG 1000 3 g Merck, Nemčija 
Saharoza  0,65 g Sigma-Aldrich, ZDA 
100 % glicerol 1 ml Honeywell, ZDA 
dH2O do 10 ml  
 
 
Priprava pufra P1 
Pufer P1 smo pripravili tako, da smo v čašo odmerili ustrezne volumne založnih raztopin 
kemikalij Tris-HCl in EDTA. V merilnem valju smo dopolnili z dH2O do oznake 50 ml ter 
raztopino filtrirali v sterilno centrifugirko z zamaškom. Ustrezno količino RNaze smo 
odmerili v manjšo čašo in segrevali 15 minut pri 99 °C, nato smo jo dodali v filtrirano 
raztopino Tris-HCl in EDTA do končne koncentracije 500 µg/ml. Pufer smo do uporabe 
hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 11: Sestava pufra P1 za izolacijo plazmidne DNK. 
Založna koncentracija Končna koncentracija Količina Proizvajalec 
1M Tris-HCl 50 mM Tris-HCl 2,5 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
0,1 M EDTA 10 mM EDTA 5 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
10 mg/ml RNaza 500 µg/ml 2,5 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O - do 50 ml  
 
 
Priprava Pufra P2 
Pufer P2 smo pripravili tako, da smo v čašo odmerili ustrezno količino založnih raztopin 
NaOH in SDS ter dopolnili do 50 ml z dH2O. Pufer smo do uporabe hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 12: Sestava pufra P2 za izolacijo plazmidne DNK. 
Založna koncentracija Končna koncentracija Količina Proizvajalec 
1 M NaOH 200 mM NaOH 10 ml Merck, Nemčija 
20 % SDS 1 % SDS 2,5 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O - do 50 ml  
 
 
Priprava pufra P3 
Pufer P2 smo pripravili tako, da smo v čašo odmerili ustrezen volumen 3 M kalijevega 
acetata in umerili pH na 5,5 z 2 M raztopino ocetne kisline. Pufer smo do uporabe hranili pri 
4 °C. 
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Preglednica 13: Sestava pufra P3 za izolacijo plazmidne DNK. 
Končna koncentracija Količina Proizvajalec 
3 M kalijev acetat 50 ml Merck, Nemčija 
 
 
Priprava pufra za resuspendiranje (Epoch Life Science, ZDA) 
Za pripravo pufra za resuspendiranje smo v čašo odmerili ustrezne volumne raztopin 
kemikalij navedenih v preglednici 14. Do končnega volumna smo dopolnili s sterilno dH2O 
in umerili pH na 8,00 ter raztopino filtrirali v sterilno steklenico z zamaškom. Ustrezno 
količino RNaze smo odmerili v manjšo čašo in segrevali 15 minut pri 99 °C, nato smo jo 
dodali v filtrirano raztopino Tris-HCl in EDTA. Pufer smo do uporabe hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 14: Sestava pufra za resuspendiranje. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
0,5 M Tris-HCl 20 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
0,5 M EDTA 4 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
RnaseA (20 mg/ml) 500 μl Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O (sterilna) Do 200 ml  
 
 
Priprava pufra za lizo (Epoch Life Science, ZDA) 
Za pripravo pufra za lizo smo v čašo odmerili ustrezne volumne raztopin kemikalij 
navedenih v preglednici 15 in do končnega volumna dopolnili s sterilno dH2O. Pufer smo 
filtrirali v sterilno steklenico z zamaškom in do uporabe hranili pri 4 °C. 
 
Preglednica 15: Sestava pufra za lizo. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
0,5 M NaOH 80 ml Merck, Nemčija 
10 % SDS 20 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O (sterilna) do 200 ml  
 
 
Priprava pufra za nevtralizacijo in vezavo (Epoch Life Science, ZDA)  
Za pripravo pufra za nevtralizacijo in vezavo smo v čašo odmerili ustrezne volumne raztopin 
kemikalij navedenih v preglednici 16. Do končnega volumna smo dopolnili s sterilno dH2O 
in umerili pH na 4,20 ter raztopino filtrirali v sterilno steklenico z zamaškom. Pufer smo do 
uporabe hranili pri 4 °C. 
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Preglednica 16: Sestava pufra za nevtralizacijo in vezavo. 
Kemikalije Končna koncentracija Količina Proizvajalec 
gvanidinijev hidroklorid 4 M 114,63 g Sigma-Aldrich, ZDA 
kalijev acetat 0,5 M 14,73 g Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O (sterilna) - do 300 ml  
 
 
Pufer PB1 za spiranje kolone (Epoch Life Science, ZDA) 
Za pripravo pufra PB1 smo v čašo zatehtali kemikalije navedene v preglednici 17, nato smo 
s sterilno dH2O dopolnili do končnega volumna in umerili pH na 6,60. Pufer smo do uporabe 
hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 17: Sestava pufra PB1 za spiranje kolone. 
Kemikalije Končna koncentracija Količina Proizvajalec 
gvanidinijev hidroklorid 0,5 M 286,62 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Tris-HCl 20 mM 1,89 g Sigma-Aldrich, ZDA 
98 % etanol 38 % 228 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O (sterilna) - do 600 ml  
 
 
Pufer PE2 za spiranje kolone (Epoch Life Science, ZDA) 
Za pripravo pufra PE2 smo v čašo zatehtali kemikalije navedene v preglednici 18, nato smo 
s sterilno dH2O dopolnili do končnega volumna in umerili pH na 7,50. Pufer smo do uporabe 
hranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 18: Sestava pufra PE2 za spiranje kolone. 
Kemikalije Končna koncentracija Količina Proizvajalec 
NaCl 20 mM 0,72 g Merck, Nemčija 
Tris-HCl 2 mM 0,19 g Sigma-Aldrich, ZDA 
98 % etanol 80 % 480 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O (sterilna) - do 600 ml  
 
 
Priprava raztopine za lizo celic  
Za pripravo pufra za lizo celic smo v čašo zatehtali kemikalije navedene v preglednici 19, 
nato smo s sterilno dH2O dopolnili do končnega volumna in umerili pH na 8,00 ± 0,01. Pufer 
smo do uporabe hranili pri 4 °C.  
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Preglednica 19: Sestava raztopine za lizo celic. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
150 mM NaCl 0,438 g Merck, Nemčija 
50 mM Tris-HCl 0,394 g Sigma-Aldrich, ZDA 
5M gvanidinijev hidroklorid 23,883 g Sigma-Aldrich, ZDA 
7 M urea 21,021 g Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O do 50 ml  
 
 
Priprava pufra za spiranje kolone (pufer A) pri afinitetni kromatografiji 
Za pripravo pufra A smo zatehtali vse kemikalije naštete v preglednici 20. Z dH2O smo 
dopolnili do končnega volumna in premešali na magnetnem mešalu. Sledila je umeritev pH 
na 8,00 ± 0,01. Pufer smo nato avtoklavirali 20 min pri 121 °C in 1,2 bara ter do uporabe 
hranili pri 4 °C. 
 
Preglednica 20: Sestava pufra za spiranje kolone (pufer A) afinitetni kromatografiji. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
50 mM NaH2PO4 3,450 g Thermo Fischer Scientific, ZDA 
300 mM NaCl 8,767 g Merck, Nemčija 
dH2O do 500 ml  
 
 
Priprava elucijskega pufra (pufer B) pri afinitetni kromatografiji 
Za pripravo pufra B smo zatehtali vse kemikalije naštete v preglednici 21. Z dH2O smo 
dopolnili do končnega volumna in premešali na magnetnem mešalu. Sledila je umeritev pH 
na 8,00 ± 0,01. Pufer smo nato avtoklavirali 20 min pri 121°C in 1,2 bara ter do uporabe 
hranili pri 4 °C. 
 
Preglednica 21: Sestava elucijskega pufra (pufer B) afinitetni kromatografiji. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
50 mM NaH2PO4 0,689 g Thermo Fischer Scientific, ZDA 
300 mM NaCl 1,754 g Merck, Nemčija 
250 mM imidazol 1,702 g Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O do 100 ml  
 
 
Priprava 2 M raztopine imidazola  
Za pripravo 50 ml raztopine 2 M imidazola smo zatehtali 6,808 g imidazola, dopolnili z 
dH2O do končnega volumna in premešali na magnetnem mešalu. Raztopino smo do uporabe 
hranili pri 4 °C. 
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Priprava 20 % raztopine etanola 
Za pripravo 20 % etanola smo uporabili 70 % etanol, ki smo ga ustrezno redčili. Za pripravo 
50 ml raztopine 20 % etanola smo v merilni valj dodali 14,3 ml 70 % etanola ter dopolnili 
do oznake z dH2O. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C.  
 
 
Priprava 20 % raztopine glicerola 
Za pripravo 100 mL 20 % glicerola smo odmerili 20 mL 100 % glicerola in 80 mL dH2O ter 
premešali na magnetnem mešalu. Raztopino 20 % glicerola smo avtoklavirali 20 min pri 121 
°C na 1,2 bara in do uporabe hranili pri 4 °C. 
 
 
Priprava 1 % raztopine ZnSO4 
Za pripravo 1 % raztopine ZnSO4 smo zatehtali 1,78 g ZnSO4 × 7 H2O in dopolnili z dH2O 
do 60 mL. Raztopino smo premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen do 100 mL. 
Sledilo je avtoklaviranje 20 min pri 121 °C na 1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili 
na sobni temperaturi. 
 
 
Priprava 1 % raztopine MnSO4 
Za pripravo 1 % raztopine MnSO4 smo zatehtali 1,12 g MnSO4 × H2O in dopolnili z dH2O 
do 60 mL. Raztopino smo premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen do 100 mL. 
Sledilo je avtoklaviranje 20 min pri 121 °C na 1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili 
na sobni temperaturi. 
 
 
50X pufer TAE (založna koncentracija) in 1X TAE 
Za pripravo založne raztopine 50X pufra TAE smo odmerili vse kemikalije v čašo in 
dopolnili z dH2O do 1000 ml. Sledila je umeritev pH na 8,5 in avtoklaviranje 20 min pri 121 
°C na 1,2 bara. Do uporabe smo založno raztopino hranili pri 4 °C. Za pripravo 1X raztopine 
pufra TAE smo 20 ml 50X TAE redčili v 1000 ml dH2O.  
 
Preglednica 22: Sestava 50X pufra TAE za agarozno gelsko elektroforezo. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
Tris baza  242 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Ocetna kislina  57,1 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2EDTA × 2 H2O 37,2 g Merck, Nemčija 
dH2O do 1000 ml  
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Priprava pufra za SDS-PAGE elektroforezo 
Za pripravo založne raztopine 10X pufra za SDS-PAGE elektroforezo smo odmerili vse 
kemikalije v čašo in dopolnili z dH2O do 1000 ml. Sledila je umeritev pH na 8,3. Do uporabe 
smo založno raztopino hranili pri sobni temperaturi. Za pripravo 1X raztopine pufra za SDS-
PAGE elektroforezo smo 10X pufer za SDS-PAGE elektroforezo ustrezno redčili v 1000 ml 
dH2O.  
 
Preglednica 23: Sestava 10X pufra za SDS-PAGE elektroforezo. 
Kemikalije Količina Proizvajalec 
Tris-HCl 30 g  Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicin 144 g Sigma-Aldrich, ZDA 
SDS 10 g Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O do 1000 ml  
 
 
3.3 METODE 
 
3.3.1 Priprava elektrokompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC 
 
Protokol priprave elektrokompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC je povzet po Pigac in 
Schrempf (1995) z nekaterimi spremembami za doseg višje učinkovitosti transformacije 
seva S. rimosus ∆OTC. V okviru magistrske naloge smo izvedli optimizacijo priprave 
elektrokompetentnih celic za sev S. rimosus ∆OTC, rezultati optimizacije so zapisani v 
poglavju 4.1. Predhodno smo nacepili 100 µl suspenzije spor ustreznega seva na ploščo TSA 
brez antibiotika. Inkubacija je potekala pri 28 °C, 7 dni. 7. dan smo prenesli 1 kolonijo iz 
plošče TSA v 5 ml tekočega gojišča TSB brez antibiotika. Kultivacija je potekala 24 ur v 
stresalniku pri 28 °C in 220 rpm. 1 ml prekonočne kulture smo nato homogenizirali s 
homogenizatorjem in prenesli v 100 ml tekočega gojišča TSB brez antibiotika ter inkubirali 
24 ur pri 28 °C, 220 rpm. Prekonočno kulturo smo prelili v sterilne in ohlajene centrifugirke 
in inkubirali na ledu 30 minut. Celotna priprava elektrokompetentnih celic je nato potekala 
na ledu. Po inkubaciji smo kulturo centrifugirali 15 minut pri 14000 g na 4 °C, sledilo je 
dvakratno spiranje s 100 ml 10,3 % raztopine saharoze in enkrat z 10 ml 15 % glicerola. 
Nato smo pelet resuspendirali v 10 ml 15 % glicerola z dodanim lizocimom (končna 
koncentracije 300 µg/ml). Celice v raztopini z lizocimom smo inkubirali 30 minut pri 37 °C 
in 220 rpm. Po končani inkubaciji z lizocimom smo suspenzijo centrifugirali 15 minut pri 
10000 g na 4 °C. Sledil je prenos v 50 ml centrifugirke. Nato smo dvakrat spirali z 20 ml 15 
% glicerola in centrifugirali 15 minut na 7600 g in 4 °C. Pelet smo resuspendirali v 1 do 5 
ml pufra ET, odvisno od gostote suspenzije celic. Suspenzijo celic smo alikvotirali po 50 ali 
100 µl in jih do uporabe shranili pri -80 °C. 
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Določili smo tudi učinkovitost transformacije (1), pri čemer smo prešteli število kolonij 
transformant in z upoštevanjem redčitev določili CFU/ml. Nato smo učinkovitost 
transformacije izrazili na maso plazmidne DNK uporabljene pri transformaciji kompetentnih 
celic S. rimosus ∆OTC.  
 
𝑈č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒 =  
š𝑡.  𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑛𝑡/𝑚𝑙
𝜇𝑔 𝐷𝑁𝐾
 [𝐶𝐹𝑈/𝑚𝑙/µ𝑔 𝐷𝑁𝐾]            … (1) 
 
 
3.3.2 Transformacija z elektroporacijo elektrokompetentnih celic seva S. rimosus 
∆OTC 
 
Predhodno smo iz zamrzovalnika (-80 °C) vzeli elektrokompetentne celice seva S. rimosus 
∆OTC in jih odtajali na ledu. Celoten postopek transformacije je potekal na ledu. 
Elektroporator MicroPulser smo nastavili na električni pulz 2 kV. K 50 µl 
elektrokompetentnih celic smo dodali od 0.5 do 1 µg plazmidne DNK. Vsebino 
mikrocentrifugirke smo prenesli v predhodno ohlajeno kiveto z razmakom elektrod 2 mm. 
Sledila je izvedba elektroporacije in takojšnji dodatek 950 ml gojišča TSB brez antibiotika. 
Suspenzijo celic smo prenesli v sterilno 50 ml centrifugirko s penastim zamaškom in 
inkubirali 3 h pri 28 °C ter 220 rpm. Po končani inkubaciji smo razmazali 100 µl celične 
suspenzije na trdna gojišča TSA z dodanim antibiotikom tiostreptonom do končne 
koncentracije 30 µg/ml. Preostanek suspenzije celic smo nato centrifugirali 5 minut na 
10000 g, odlili supernatant in pelet resuspendirali v 100 µl tekočega gojišča TSB brez 
antibiotika ter nacepili na trdno gojišče TSA z dodanim tiostreptonom. Trdna gojišča smo 
inkubirali 3 dni pri 28 °C. 
 
 
3.3.3 Selekcija klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC in preverjanje morfologije kolonij klonov 
 
Selekcija je potekala tako, da smo tretji dan po transformaciji prešteli zrasle kolonije 
transformant, ki so uspešno prejele plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC. Plazmidi nosijo zapis za rezistenco na antibiotik tiostrepton. 
Ocenili smo tudi učinkovitost transformacije in precepili posamezne kolonije. S sterilnimi 
zobotrebci smo izbirali kolonije, ki so bile ugreznjene v gojišče in jih prenesli na TSA z 
dodanim tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml. Na posamezno trdno gojišče smo 
nacepili več kolonij na površino 1 cm2, saj smo tako opazovali morfologijo kolonij klonov 
transformant ter ocenili ali so ustrezne za nadaljnje delo. Precepljene kolonije na trdnem 
gojišču TSA smo inkubirali 2 dni pri 28 °C. Nato je sledilo precepljanje na trdno gojišče SM 
z dodanim tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml. Ponovno smo nacepili več 
klonov transformant na posamezno ploščo in vrednotili rast in sporulacijo po 7 dneh 
inkubacije pri 28 °C. Posameznim klonom smo določili tudi morfološko obliko kolonije. 
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Klone, ki so sporulirali in imeli morfološke značilnosti seva S. rimosus ∆OTC na trdnem 
gojišču SM, smo ponovno precepili na trdna gojišča SM s tiostreptonom do končne 
koncentracije 30 µg/ml. Tokrat je bil vsak klon nacepljen po celotni površini gojišča, z 
namenom priprave založne raztopine spor. Inkubacija je potekala v inkubatorju 7 do 10 dni 
pri 28 °C. Nato smo klone transformant shranili v obliki suspenzije spor pri -20 °C in v 
kriovialah pri -80 °C.  
 
 
3.3.4 Priprava založne raztopine spor transformant S. rimosus ∆OTC 
 
Morfološko ustrezne klone transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za 
izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC smo za pripravo suspenzije spor nacepili 
po celotni površini trdnega gojišča SM z dodanim tiostreptonom do končne koncentracije 30 
µg/ml. Inkubacija je potekala v inkubatorju 7 do 10 dni pri 28 °C. Po končani inkubaciji smo 
na vsako ploščo nanesli 2 ml raztopine 20 % glicerola. S spatulo po Drigalskem smo 
raztopino glicerola razmazali po površini kolonij in pri tem postrgali spore. Suspenzijo spor 
smo nato s Pasteurjevo pipeto prenesli v sterilne microcentrifugirke in jih do uporabe shranili 
v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
 
3.3.5 Priprava elektrokompetentnih celic sevov E. coli ET12567 in DH10β 
 
Na trdno gojišče 2TY smo nacepili ustrezen sev E. coli. Trdna gojišča smo inkubirali preko 
noči v inkubatorju pri 37 °C. Naslednji dan smo s cepilno zanko sterilno prenesli kolonije v 
2-krat 50 ml tekočega gojišča 2TY, ki smo ga predhodno pripravili v 300 ml erlenmajericah. 
Inkubacija je potekala preko noči v stresalniku pri 37 °C in 220 rpm. Naslednji dan smo 
prenesli 2 ml prekonočne kulture E. coli v 4-krat 200 ml tekočega gojišča 2TY in inkubirali 
v stresalniku pri 37 °C in 220 rpm do dosega optične gostote OD600=0,8-0,9. Nato smo 
kulture celic prestavili v štiri predhodno ohlajene sterilne 250 mL centrifugirke z zamaški in 
jih inkubirali v ledeni kopeli 30 min. Vso nadaljnje delo je potekalo v ledeni kopeli oziroma 
pri 4 °C med centrifugiranjem. Po zaključeni 30 min inkubaciji smo kulture celic 
centrifugirali 10 minut, 4000 rpm pri 4 °C. Supernatant smo zavrgli in pelet resuspendirali 
v 100 ml 1mM HEPES. Sledilo je centrifugiranje 10 minut, 4000 rpm pri 4 °C. Zavrgli smo 
supernatant in pelet resuspendirali z 50 ml 1mM HEPES. Nato smo združili vsebini dveh 
centrifugirk in centrifugirali 10 minut, 4000 rpm pri 4 °C. Zavrgli smo supernatant in pelet 
resuspendirali v 50 ml raztopine 10 % glicerol/1 mM HEPES. Nato smo združili vsebini 
obeh centrifugirk in centrifugirali 10 minut, 4000 rpm pri 4 °C. Po centrifugiranju smo 
zavrgli supernatant in pelet resuspendirali v 2.5 ml 10 % glicerol/1 mM HEPES. Dobili smo 
gosto suspenzijo celic, ki smo jo alikvotirali po 40 µl v predhodno ohlajene 
mikrocentrifugirke in do uporabe shranili v zmrzovalniku pri -80 °C.  
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3.3.6 Transformacija z elektroporacijo elektrokompetentnih celic sevov E. coli 
ET12567 in DH10β 
 
Predhodno smo iz zamrzovalnika (-80 °C) vzeli elektrokompetentne celice ustreznega seva 
in jih odtajali na ledu. Celoten postopek transformacije je potekal na ledu. Elektroporator 
MicroPulser smo nastavili na ustrezen program za E. coli (Ec1, V = 1.8 kV), ki je namenjen 
elektroporaciji v kivetah z razmakom elektrod 1 mm. K 40 µl elektrokompetentnih celic smo 
dodali 1 µl plazmidne DNK. Elektrokompetentne celice z DNK smo prenesli v predhodno 
ohlajeno 1 mm kiveto. Izvedli elektroporacijo in takoj dodali 1 ml tekočega gojišča 2TY 
brez antibiotika ter resuspendirali. Suspenzijo celic smo prenesli v svežo mikrocentrifugirko 
in inkubirali 1 uro na termobloku pri 37 °C in 300 rpm. Po inkubaciji smo suspenzijo celic 
v ustreznih redčitvah nacepili na trdno gojišče 2TY z dodanim antibiotikom ampicilinom do 
končne koncentracije 100 µg/ml. Inkubacija je potekala 24 ur pri 37 °C. 
 
 
3.3.7 Določanje ustreznosti klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF 
s konstrukti posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC s ponovno transformacijo v E. coli 
DH10β  
 
Z metodo ponovne transformacije v E. coli DH10β smo preverili ustreznost klonov 
transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov 
oxyA, oxyB in oxyC. Čeprav so posamezni kloni transformant prejeli plazmide, ni nujno, da 
vsi vsebujejo ustrezne plazmide. Obstaja možnost, da se plazmidi tekom pomnoževanja celic 
preuredijo. Obstaja verjetnost, da klon transformante ne bo proizvajal željenega proteina. Iz 
klonov transformant S. rimosus ∆OTC smo izolirali genomsko in plazmidno DNK. Sledila 
je ponovna transformacija DNK izolirane iz klonov S. rimosus ∆OTC v E. coli DH10β. V 
nadaljnje delo smo za vsak klon transformante S. rimosus ∆OTC vključili 10 neodvisnih 
kolonij E. coli DH10β. Transformante E. coli DH10β smo namnožili v 5 ml tekočega gojišča 
2TY z dodanim antibiotikom ampicilinom do končne koncentracije 100 µg/ml. Inkubacija 
je potekala 24 ur pri 28 °C in 220 rpm. Nato smo izolirali plazmidno DNK po protokolu 
izolacije plazmidne DNK iz seva E. coli DH10β. Kot kontrolo smo vedno ponovno 
transformirali tudi prazen plazmid pVF in ga preverjali hkrati s plazmidi transformant.  
 
 
3.3.8 Analiza ustreznosti plazmidov z restrikcijskimi encimi in agarozna gelska 
elektroforeza 
 
Ustreznost izolirane plazmidne DNK klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi 
pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC po ponovni 
transformaciji in izolaciji iz E. coli DH10β smo preverjali z restrikcijo. Zaradi velikega 
števila klonov transformiranih z različnimi konstrukti smo se odločili preveriti ustreznost 
klonov transformiranih s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF srT oxyC 
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
40 
3‘HT. Uporabili smo restrikcijske encime FastDigest in pripadajoč pufer FastDigest 10X 
Green Buffer proizvajalca Thermo Fischer Scientific, ZDA. Restrikcijo smo izvajali po 
navodilih proizvajalca. V poglavju 3.2.4 in 3.2.5 so navedeni osnovni podatki o plazmidih, 
ki smo jih uporabili v nalogi. Na sliki 12 je shematski primer plazmida pVF srT oxyA 3‘HT. 
Označena so tudi najpomembnejša mesta restrikcijskih encimov. Ostali podatki o plazmidih 
so navedeni v preglednici 3 in 4.  
 
Ustreznost izoliranih plazmidov pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB 
in oxyC smo preverjali z restrikcijskim encimom EcoRI ter s kombinacijo restrikcijskih 
encimov PstI in XbaI. Z restrikcijskim encimom PstI plazmid pVF razdelimo na E. coli in 
Streptomyces sp. del. Zato smo pri preverjanju ustreznosti plazmidov s kombinacijo 
restrikcijskih encimov PstI in XbaI razdelili plazmide pVF s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC na tri fragmente: fragment, ki omogoča replikacijo 
in selekcijo plazmida v E. coli (velikosti 2687 bp); fragment, ki omogoča replikacijo in 
selekcijo plazmida v Streptomyces sp. (velikosti 6100 bp) ter fragment, ki ustreza velikosti 
konstrukta z geni za izražanje oxyA, oxyB ali oxyC s histidinsko oznako (HT). Velikost 
konstrukta na agaroznem gelu je bila odvisna od velikosti gena. Velikosti posameznih genov 
oxyA, oxyB in oxyC so navedene v preglednici 24.  
 
Na primeru plazmida pVF srT oxyA 3'HT (Slika 12) smo pri uporabi kombinacije 
restrikcijskih encimov PstI/XbaI s PstI razdelili celoten plazmid na dva fragmenta in v 
kombinaciji z XbaI dodatno izrezali še fragment z genom oxyA skupaj s histidinsko oznako, 
ki smo ga v tem primeru pričakovali na agaroznem gelu pri velikosti 1351 bp. Pri uporabi 
restrikcijskega encima EcoRI smo iz plazmida izrezali celoten konstrukt z genom oxyA 
skupaj s promotorjem tcp830 in sekvenco srT ter s histidinsko oznako (skupaj velikosti 
1580 bp). Pričakovane velikosti restrikcijskih vzorcev so zapisane v preglednici 24.  
 
Preglednica 24: Velikosti fragmentov plazmidne DNK po preverjanju ustreznosti plazmidov pVF s konstrukti 
za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC z restrikcijo. Uporabili smo restrikcijski encim EcoRI in 
kombinacijo restrikcijskih encimov PstI in XbaI. HT oziroma histidinska oznaka (his-tag). 
Plazmid 
Velikost 
vključenega 
gena [bp] 
Velikost plazmida s 
konstruktom [bp] 
Velikost konstrukta 
po restrikciji z 
EcoRI [bp] 
Velikost gena z HT 
po restrikciji s 
PstI/XbaI [bp] 
pVF srT oxyA 
3‘HT 
1278 10367 1580 1351 
pVF srT oxyB 
3‘HT 
1269 10358 1571 1342 
pVF srT oxyC 
3‘HT 
288 9377 590 361 
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Ločevanje in vizualizacija DNK fragmentov po restrikciji je potekalo z metodo agarozne 
gelske elektroforeze. Uporabljali smo elektroforezne kadice proizvajalca BioRad. 
Uporabljali smo od 0,8 do 1 % agarozne gele. Ustrezno količino agaroze (Sigma-Aldrich, 
ZDA) smo zatehtali v erlenmajerico, dodali ustrezen volumen 1X pufra TAE in segrevali do 
vretja v mikrovalovni pečici. Raztopljen gel smo ohladili do približno 50 °C in pred 
razlivanjem dodali barvilo SYBR Safe (Invitrogen). Vzorce DNK smo po restrikciji direktno 
nanesli na gel v volumnu 10 µl. Pri ostalih vzorcih DNK smo uporabili 6X nanašalni pufer 
(Thermo Fischer Scientific, ZDA). Za določanje velikosti DNK smo uporabljali lestvico 
GeneRuler DNK Ladder Mix (Thermo Fischer Scientific, ZDA), za določanje koncentracije 
DNK lestvico λ/HindIII (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Kot kontrolo smo uporabili 
prazen plazmid pVF in plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, 
oxyB in oxyC, ki so bili izolirani iz seva E. coli DH10β ter predhodno pomnoženi v sevu 
E. coli ET12567. Klone transformant S. rimosus ∆OTC z ustreznim restrikcijskim vzorcem 
plazmidov pri vseh 10 neodvisnih kolonij E. coli DH10β smo uporabili v nadaljnjih korakih 
dela. Zaporedni koraki prikazani na shemi dela na sliki 9.  
 
 
3.3.9 Izolacija plazmidne DNK iz celic sevov E. coli ET12567 in DH10β  
 
Za izolacijo plazmidne DNK iz sevov E. coli ET12567 in DH10β smo celice predhodno 
namnožili v obliki prekonočne kulture v gojišču 2TY z dodanim antibiotikom ampicilinom 
do končne koncentracije 100 µg/ml. Sestava pufrov uporabljenih pri izolaciji je zapisana v 
poglavju 3.2.9. Na dan izolacije smo 2 ml prekonočne kulture centrifugirali 1 minuto pri 
15000 rpm. Pelet smo z vorteksiranjem resuspendirali v 250 µl pufra P1. Nato smo dodali 
250 µl pufra P2 in premešali z obračanjem mikrocentrifugirk 6-krat ter inkubirali 3 minute 
pri sobni temperaturi. Nato smo dodali 250 µl pufra P3 in premešali z obračanjem 
mikrocentrifugirk 6-krat. Sledilo je centrifugiranje 5 minut pri 15000 rpm. Supernatant smo 
s pipeto prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 750 µl izopropanola (sobna 
temperatura). Sledilo je centrifugiranje 15 minut pri 15000 rpm in 4 °C. Supernatant smo 
zavrgli in dodali 250 µl etanola (sobna temperatura). Sledilo je centrifugiranje 2 minuti pri 
15000 rpm. Odpipetirali smo supernatant in mikrocentrifugirke odprte sušili na pultu. Nato 
smo pelet resuspendirali v 100 µl dH2O.  
 
 
3.3.10 Kultivacija seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC za pridobivanje proteinov mPKS 
 
Za namnožitev ustreznih transformant S. rimosus ∆OTC s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC smo izvedli kultivacije s prenosom v večje merilo. 
Za izvedbo kultivacij so bile primerne transformante s plazmidi, ki so vsebovali sekvenco 
srT za zunajcelično pridobivanje proteinov mPKS. Suspenzije spor, shranjene pri -20 °C, 
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smo odtajali pri sobni temperaturi in inokulirali v 5 ml tekočega gojišča CRM z dodanim 
tiostreptonom do končne koncentracije 5 µg/ml, pri tem smo uporabili 50 ml centrifugirke s 
penastimi zamaški. Inkubacija je potekala v stresalniku 48 h pri 28 °C in 220 rpm. Nato smo 
5 ml kulture uporabili za inokulacijo 50 ml tekočega gojišča CRM z dodanim tiostreptonom 
do končne koncentracije 5 µg/ml, uporabili smo 250 ml erlenmajerice s penastimi zamaški. 
Inkubacija je potekala 48 h pri 28 °C in 220 rpm v stresalniku. Po končani inkubaciji je sledil 
prenos 20 ml kulture v 200 ml tekočega gojišča CRM, 200 ml vegetativnega gojišča GOTC 
in 200 ml produkcijskega gojišča GOTC, vsa gojišča z dodanim tiostreptonom do končne 
koncentracije 5 µg/ml in v 1000 ml erlenmajericah s penastimi zamaški. Inkubacija je 
potekala v stresalniku 3 do 5 dni pri 28 °C in 220 rpm. Po končani inkubaciji smo po 
protokolu afinitetne kromatografije izolirali proteine.  
 
 
3.3.11 Kultivacija seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC za preverjanje prisotnosti ciljnih proteinov z metodo 
točkovnega prenosa 
 
Za preverjanje ustreznih transformant S. rimosus ∆OTC s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC ali sintetizirajo ciljni protein smo izvedli kultivacije 
v volumnu 5 ml. Za izvedbo kultivacij so bile primerne transformante s plazmidi, ki so 
vsebovali sekvenco srT za zunajcelično izločanje proteinov mPKS. Kontrola je bila 
transformanta S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF. Suspenzije spor klonov, 
shranjene pri -20 °C, smo odtajali pri sobni temperaturi in inokulirali v 5 ml tekočega gojišča 
CRM in GOTCp z dodanim tiostreptonom do končne koncentracije 5 µg/ml. Kultivacija 
posameznega klona v gojiščih CRM in GOTCp je potekala v 3 paralelkah. Uporabili smo 50 
ml centrifugirke s penastimi zamaški. Inkubacija je potekala 7 dni v stresalniku pri 28 °C, 
220 rpm in 60 % vlažnosti. Vzorčenje je potekalo 3., 5. in 7. dan. Vzorčili smo 500 µl kulture, 
ki smo jo centrifugirali 5 minut pri 14 000 rpm. Supernatant smo prenesli v sterilno 
mikrocentrifugirko in skupaj s peletom do nadaljnje uporabe shranili pri -80 °C.  
 
 
3.3.12 Izolacija ciljnih proteinov mPKS z afinitetno kromatografijo  
 
Protokol afinitetne kromatografije in pripadajoči pufri so z nekaterimi modifikacijami 
povzeti po navodilih proizvajalca uporabljenih Ni-kroglic (cOmplete™ His-Tag Purification 
Resin, Roche). Ustrezen klon transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom 
pVF srT oxyA 3'HT smo namnožili v dveh paralelkah po protokolu kultivacij opisanem v 
poglavju 3.3.10. Po 3 do 5 dneh smo kulture v tekočih gojiščih CRM, GOTCv in GOTCp 
centrifugirali pri 12000 g, 10 min pri 4 °C, da smo ločili biomaso in netopne dele gojišča od 
bistrega dela gojišča, kjer smo pričakovali zunajcelično izražene proteine. Vse nadaljnje delo 
je potekalo na ledu. Nato smo supernatant prenesli v sveže centrifugirke, ponovno 
centrifugirali pri 12000 g, 10 min pri 4 °C. Sledi je prenos supernatanta v 250 ml 
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erlenmajerice, dodali smo 0,1 ml Ni-kroglic na 20 ml supernatanta. Sledila je 1 h inkubacija 
na ledu z mešanjem na mešalni platformi. Po inkubaciji smo prepustili supernatant skozi 
kolono. Ko se je pokazala vidna cona modrih Ni-kroglic, smo pričeli z zbiranjem prvih 
vzorčenj prepuščenega supernatanta. Po prepuščenem celotnem volumnu supernatanta smo 
kolono spirali s pufrom A dokler nismo dosegli A280 < 0,02. Nato smo pričeli s spiranjem s 
pufrom B. Tako smo pridobili posamezne elucije proteinov, običajno smo pridobili 4 elucije. 
Nato smo kolono sprali z raztopino 2M imidazola in vzorčili prepuščeno raztopino. 
Vzorčenje je povzeto v preglednici 25. Sledilo je spiranje z 20 % etanolom in dH2O. Po 
končanem delu smo vzorce primerno označili in shranili pri -80 °C.  
 
Preglednica 25: Vzorčenje med afinitetno kromatografijo. Volumen elucij proteinov je variiral glede na 
volumen dodanih Ni-kroglic. 
Vzorec Volumen vzorca [ml] 
Prepuščen supernatant 1,5 
Spiranje s pufrom A 1,5 
4 – 5 elucij proteinov s pufrom B 0,5 – 1 
Spiranje z imidazolom (IMI) 1,5 
 
 
3.3.13 Priprava poliakrilamidnih gelov za SDS-PAGE 
 
Oba stekelca, ki jih potrebujemo za pripravo poliakrilamdinih gelov, smo pritrdili v stojalo 
in v sušilniku segrevali do 70 °C. Po segrevanju smo nanesli 1 % raztopino agaroze, da smo 
zatesnili dno stekelc in počakali, da so se stekelca v stojalu ohladila do sobne temperature. 
V čašo smo zatehtali vse kemikalije (Preglednica 26) za pripravo ločevalnega gela in ga 
nanesli med stekelci. Polimerizacija ločevalnega gela je trajala vsaj 30 minut. Sledila je 
priprava in nanos koncentracijskega gela (Preglednica 27), v katerega smo vstavili glavnik 
za oblikovanje žepkov. Polimerizacija koncentracijskega gela je trajala vsaj 40 minut. 
Pripravljene poliakrilamidne gele smo do uporabe shranili pri 4 °C.  
 
Preglednica 26: Sestava ločevalnega gela, volumen zadostuje za pripravo dveh gelov debeline 0,75 mm. 
Kemikalije 12 % ločevalni gel [µl] Proizvajalec 
dH2O 2792,5  
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 2082,5 Sigma-Aldrich, ZDA 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 - Sigma-Aldrich, ZDA 
10 % (w/v) SDS 82,5 Sigma-Aldrich, ZDA 
30 % aa/bis-aa 3332,5 Roche, Nemčija  
10 % APS 41,75 Sigma-Aldrich, ZDA 
TEMED 4,25 Sigma-Aldrich, ZDA 
Skupni volumen 8336  
 
 
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
44 
Preglednica 27: Sestava koncentracijskega gela, volumen zadostuje za pripravo dveh gelov debeline 0,75 mm. 
Kemikalije 4 % koncentracijski gel [µl] Proizvajalec 
dH2O 2033  
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 - Sigma-Aldrich, ZDA 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 833 Sigma-Aldrich, ZDA 
10 % (w/v) SDS 33 Sigma-Aldrich, ZDA 
30 % aa/bis-aa 433 Roche, Nemčija  
10 % APS 16,67 Sigma-Aldrich, ZDA 
TEMED 1,67 Sigma-Aldrich, ZDA 
Skupni volumen 3350,34  
 
 
3.3.14 Elektroforeza SDS-PAGE in barvanje poliakrilamidnih gelov 
 
V nalogi smo uporabljali 12 % ali 15 % ločevalne gele in 4 % koncentracijske 
poliakrilamidne gele, njihova priprava je zapisana v poglavju 3.3.13. Predhodno smo 
pripravili po 24 µl posameznega vzorca in dodali 8 µl nanašalnega pufra NuPAGE™ LDS 
Sample Buffer (4X) (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Nato smo sestavili vse elemente 
elektroforeze SDS-PAGE in nanesli po 18 µl vzorca v žepek, dodali smo tudi lestvico 
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 do 250 kDa (Thermo Fischer Scientific, 
ZDA). Elektroforeza SDS-PAGE je potekala pri pogojih 125 V, 120 mA, 1 h in 20 minut. 
Po izvedbi elektroforeze SDS-PAGE je sledila vizualizacija proteinov. Za barvanje 
poliakrilamidih gelov smo uporabili barvilo SimplyBlue™ SafeStain (Thermo Fischer 
Scientific, ZDA). Poliakrilamidni gel smo ločili od stekelc in ga prenesli v posodo z dH2O. 
Gel smo nato 2-krat spirali z dH2O in inkubirali 10 minut na mešalni platformi. Nato smo 
odlili dH2O in dodali barvilo. Dodatek barvila je bil odvisen od volumna posode, dodali smo 
ga toliko, da je bil gel v celoti prekrit. Gel in barvilo smo za 15 sekund segrevali v 
mikrovalovni pečici. Sledila je inkubacija na mešalni platformi vsaj 1 h oziroma do vidnega 
obarvanja proteinov. Po inkubaciji smo barvilo odlili in dodali dH2O ter inkubirali preko 
noči. Sledilo je vrednotenje gela.  
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4 REZULTATI  
 
4.1 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE ELEKTROKOMPETENTNIH CELIC SEVA S. rimosus 
∆OTC 
 
Protokol priprave elektrokompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC je povzet po Pigac in 
Schrempf (1995) z nekaterimi spremembami za doseg višje učinkovitosti transformacije 
seva S. rimosus ∆OTC. Celoten optimiziran protokol priprave elektrokompetentnih celic 
seva S. rimosus ∆OTC je opisan v poglavju 3.3.1. Prikaz značilne morfologije in sporulacije 
izhodnega seva S. rimosus ∆OTC je prikazan na sliki 15. Pri pripravi elektrokompetentnih 
celic smo uporabili sev S. rimosus ∆OTC, ki je prikazan na sliki 15 (A).  
 
 
Slika 15: Primer ustrezne morfologije seva S. rimosus ∆OTC (A) v primerjavi z neustrezno morfologijo seva 
S. rimosus ∆OTC (B). Slika prikazuje rast sevov S. rimosus ∆OTC na trdnem gojišču SM z dodanim 
antibiotikom tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml po 7 dneh inkubacije pri 28 °C.  
 
V prvem delu optimizacije priprave elektrokompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC smo 
preverjali vpliv koncentracije lizocima na učinkovitost transformacije. Izbrali smo tri 
različne koncentracije lizocima in dva različna časa inkubacije. Na sliki 16 je prikazana 
shema dela optimizacije priprave elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC. Kulturo za 
pripravo elektrokompetentnih celic smo inkubirali 24 h in jo nato homogenizirali v 
predhodno steriliziranem steklenem homogenizatorju s teflonskim batom. Homogenizirano 
kulturo (1 ml) smo nato inokulirali v 100 ml tekočega gojišča TSB in inkubirali 24 ur pri 28 
°C in 220 rpm. Na dan priprave elektrokompetentnih celic smo sledili protokolu in testirali 
različne koncentracije in čase inkubacije z lizocimom na biomaso (celično steno). Pred 
inkubacijo z lizocimom smo resuspendiran pelet v raztopini 15 % glicerola razdelili po 5 ml 
v 6 sterilnih centrifugirk z zamaškom. Sledilo je centrifugiranje 15 minut pri 14000 g. Nato 
smo zbrano biomaso v posameznih centrifugirkah resuspendirali v raztopini s pripadajočo 
koncentracijo lizocima pripravljenega v 15 % raztopini glicerola. Testirali smo koncentracije 
lizocima 300 µg/ml, 400 µg/ml in 500 µg/ml. Pri vsaki koncentraciji smo po 2 vzorca 
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
46 
inkubirali 30 ali 40 minut. Po končani inkubaciji smo nadaljevali po postopku priprave 
elektrokompetentnih celic zapisanem v poglavju 3.3.1. 
 
 
Slika 16: Shematski prikaz priprave elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC. Optimizacija časa inkubacije 
(30 min, 40 min) s tremi različnimi koncentracijami lizocima (300 µg/ml, 400 µg/ml, 500 µg/ml) pri pogojih 
37 °C in 220 rpm. Oznaka tipa elektrokompetentnih celic sestavljena iz koncentracije lizocima in časa 
inkubacije.  
 
Pripravljene elektrokompetentne celice S. rimosus ∆OTC smo testirali z metodo 
transformacije z elektroporacijo po protokolu zapisanem v poglavju 3.3.2. Uporabili smo 
plazmida primerna za Streptomyces sp. pKC1139 in pVF. Plazmid pKC1139 nosi zapis za 
rezistenco na apramicin, plazmid pVF nosi zapis za rezistenco na tiostrepton. Število klonov 
transformant smo določili po 48 urah. Pri štetju zraslih kolonij smo upoštevali značilne 
zvezdasto oblikovane kolonije, ki se razraščajo v globino gojišča oziroma so ugreznjene v 
gojišče. Prikaz morfologije ustreznih kolonij transformant seva S. rimosus ∆OTC je na slikah 
18 in 19. Rezultati transformacije so prikazani na sliki 17. Ugotovili smo, da je največja 
učinkovitost transformacije pri obeh plazmidih pri koncentraciji lizocima 300 µg/ml in času 
inkubacije 30 minut. Učinkovitost transformacije je pri plazmidu pKC1139 znašala 1,6 × 104 
št. transformant/ml/µg DNK, pri plazmidu pVF 1,3 × 104 št. transformant/ml/µg DNK.  
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Slika 17: Učinkovitost transformacije elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC pri optimizaciji 
koncentracije lizocima in časa inkubacije z lizocimom. Oznake tipa elektrokompetentnih celic so sestavljene 
iz koncentracije lizocima 300 µg/ml, 400 µg/ml in 500 µg/ml in časa inkubacije z lizocimom (primer: 300 
µg/ml, 30 minut, oznaka 330).  
 
 
Slika 18: Primer rasti kolonij klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF (A) na trdnem gojišču 
TSA z dodanim antibiotikom tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml po 2 dneh inkubacije pri 28 °C. 
Primer rasti kolonij klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidom pKC1139 (B) na TSA z dodanim 
antibiotikom apramicinom do končne koncentracije 400 µg/ml. Vidne so značilno zvezdasto oblikovane 
kolonije, ki se razraščajo v gojišče. Za transformacijo so bile uporabljene elektrokompetentne celice S. rimosus 
∆OTC tipa 330.  
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Slika 19: Primer morfologije kolonij klonov transformant s pKC1139 na trdnem gojišču TSA z dodanim 
antibiotikom apramicinom do končne koncentracije 400 µg/ml po 2 dneh inkubacije pri 28 °C. V primerjavi z 
manjšimi kolonijami se večje zvezdasto oblikovane kolonije razraščajo v gojišče (so ugreznjene). Za 
transformacijo so bile uporabljene elektrokompetentne celice S. rimosus ∆OTC tipa 440.  
 
V drugem delu optimizacije priprave elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC smo 
testirali čas inkubacije kulture pred začetkom priprave elektrokompetentnih celic. Testirali 
smo tri časa inkubacije kulture v 100 tekočega gojišča TSB. Rezultati so prikazani na 
sliki 20. Predhodno smo s pripravo elektrokompetentnih celic pričeli po 24 urah, v tem delu 
smo testirali pripravo elektrokompetentnih celic po 15 h, 18 h in 24 h inkubacije. Izkazalo 
se je, da je učinkovitost transformacije pri transformaciji s plazmidom pVF najvišja po 24 
urni inkubaciji, medtem ko je s plazmidom pKC1139 učinkovitost transformacije nekoliko 
višja po 18 h inkubacije kulture.  
 
 
Slika 20: Učinkovitost transformacije elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC tipa 330 glede na predhoden 
čas inkubacije kulture (15 h, 18 h in 24 h).   
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4.2 SELEKCIJA KLONOV TRANSFORMANT S. rimosus ∆OTC S PLAZMIDI pVF S 
KONSTRUKTI POSAMEZNIH GENOV oxyA, oxyB IN oxyC. 
 
Po pripravi optimiziranih elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC smo z elektroporacijo 
vnesli plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. 
Metoda transformacije z elektroporacijo je zapisana v poglavju 3.3.2. Po 48 h inkubacije 
smo izvedli selekcijo klonov transformant, ki so prejele posamezen plazmid, po postopku 
opisanem v poglavju 3.3.3. Selekcija klonov je potekala na osnovi morfoloških značilnosti 
kolonij klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC. V nadaljnjo delo smo vključili klone, katerih kolonije so bile 
ugreznjene v gojišče. Precepili smo jih na trdna gojišča TSA z dodanim antibiotikom 
tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml. Nato je sledilo precepljanje na trdna 
gojišča SM z dodanim antibiotikom tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml. V tej 
fazi selekcije je potekalo vrednotenje morfološke oblike kolonij klonov. V preglednici 28 so 
opisani tipi morfološke oblike kolonij klonov, za hitrejše vrednotenje smo uporabljali 
okrajšane oznake. Na sliki 21 so prikazani deleži različnih morfoloških oblik kolonij 
posameznih klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. 
 
 
Preglednica 28: Opredelitev morfološke oblike kolonij klonov. 
Morfološke oblike 
kolonije klona 
Oznaka Opis morfološke oblike kolonije klona 
Bela B 
Prisotna sporulacija z belo obarvanimi sporami. Značilna 
kompaktna rast, saj se kolonije razširjajo v globino gojišča, 
pravimo, da so ugreznjene v gojišče. Površina nagubana, 
včasih razpokana in kompaktnejša.  
Bela z rastjo v 
posameznih kolonijah 
B-P 
Bela morfološka oblika kolonij z dobro sporulacijo in 
značilno rastjo v globino, vendar se ne razširijo po gojišču, 
temveč rastejo razpršeno v obliki posameznih kolonij. 
Temna T 
Prisotna sporulacija z belo obarvanimi sporami. Značilna 
kompaktna rast, saj se kolonije razširjajo v globino gojišča, 
pravimo, da so ugreznjene v gojišče. V okolici kolonije vidno 
temno obarvanje gojišča, kar nakazuje na tvorbo rjavega 
pigmenta. 
Rumena R 
Brez sporulacije. Kolonije so rumeno obarvane, rastejo po 
površini in se ne razširjajo v globino gojišča. Njihova 
površina je pogosto nagubana in mehkejša v primerjavi z 
morfološko obliko B.  
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Slika 21: Deleži različnih morfoloških oblik kolonij posameznih klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC s 
plazmidi pVF s konstrukti posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC.  
 
 
Določili smo tudi učinkovitost transformacije posameznih transformant s pripadajočimi 
plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. Najvišja 
učinkovitost transformacije je znašala 1,0 × 105 št. transformant/ml/µg DNK, in sicer pri 
praznem plazmidu pVF, ki je služil kot kontrola. Sledil je plazmid pVF srT oxyA 3‘HT z 
učinkovitostjo transformacije 7,4 × 104 št. transformant/ml/µg DNK. Pri ostalih je bila 
učinkovitost transformacije v območju od 103 do 104 števila transformant/ml/µg DNK. 
Rezultati so prikazani v preglednici 29. Slika 22 prikazuje primer rasti nekaterih klonov 
transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT, več primerov je 
prikazanih v prilogi B. 
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Preglednica 29: Izračunana učinkovitost transformacije za posamezne transformirane plazmide pVF s 
konstrukti za izražanje genov oxyA, oxyB in oxyC. 
Plazmid Oznaka plazmida 
Učinkovitost transformacije  
[število transformant/ml/µg DNK] 
pVF  pVF 1,0 × 10
5 
pVF oxyAB 3‘HT AB 3 1,5 × 103 
pVF oxyAB 5‘HT AB 5 2,2 × 103 
pVF oxyC 3‘HT C3 2,4 × 103 
pVF srT oxyA 3‘HT A 7,4 × 104 
pVF srT oxyB 3‘HT B 3,4 × 103 
pVF srT oxyC 3‘HT C 3,4 × 103 
pVF srT oxyP 3‘HT P 2,7 × 103 
 
 
 
 
 
Slika 22: Primer rasti klonov transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT. Rast na SM z 
dodanim antibiotikom tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml po 7 dneh inkubacije pri 28 °C. Prikaz 
razlike v morfologiji kolonij klonov transformant. Med kloni na sliki sta se z metodo ponovne transformacije 
za ustrezna izkazala obkrožena klona A (44) in A (50).  
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4.3 VREDNOTENJE USTREZNOSTI KLONOV TRANSFORMANT SEVA S. rimosus 
∆OTC S PLAZMIDI pVF S KONSTRUKTI POSAMEZNIH GENOV oxyA, oxyB IN oxyC 
 
V prvem delu preverjanja ustreznosti klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi 
pVF s konstrukti za izražanje genov oxyA, oxyB in oxyC smo uporabili metodo ponovne 
transformacije (tudi retransformacije) v E. coli DH10β. Transformante klonov smo 
inokulirali v tekoče gojišče z dodanim antibiotikom tiostreptonom kot selekcijskim 
markerjem. Sledila je izolacija celokupne DNK iz klonov S. rimosus ∆OTC. Nato smo 
izolirano DNK ponovno transformirali v E. coli DH10β. Sledila je izolacija plazmidne DNK 
iz posameznih kolonij E. coli DH10β, restrikcija z izbranimi restrikcijskimi encimi in 
agarozna gelska elektroforeza za vizualizacijo fragmentov DNK, ki je podrobneje opisana v 
poglavju 3.3.8. V poglavju 3.2.5 so prikazane sheme plazmidov in posamezni konstrukti za 
izražanje genov oxyA, oxyB in oxyC. Na primeru plazmida pVF srT oxyA 3'HT (Slika 12) 
smo pri uporabi kombinacije restrikcijskih encimov PstI/XbaI, s PstI razdelili celoten 
plazmid na dva dela in v kombinaciji z XbaI dodatno izrezali še del z genom oxyA s 
histidinsko oznako, ki smo ga v tem primeru pričakovali na agaroznem gelu pri velikosti 
1351 bp. Po restrikciji s PstI/XbaI na primeru plazmida pVF srT oxyB 3'HT smo fragment z 
genom oxyB in histidinsko oznako pričakovali pri velikosti 1342 bp. Po restrikciji s 
PstI/XbaI na primeru plazmida pVF srT oxyC 3'HT smo fragment z genom oxyC s 
histidinsko oznako pričakovali pri velikosti 361 bp. Pri uporabi restrikcijskega encima 
EcoRI smo iz plazmida izrezali celoten konstrukt z genom za komponento mPKS skupaj s 
promotorjem tcp830 in sekvenco srT ter s histidinsko oznako. Pričakovane velikosti 
restrikcijskih vzorcev so zapisane v preglednici 24. 
 
Restrikcijski vzorec izvornih plazmidov pVF s konstrukti za izražanje genov oxyA, oxyB in 
oxyC, ki smo jih pomnožili v E. coli ET12567 in nato transformirali v elektrokompetentne 
celice S. rimosus ∆OTC, je prikazan na sliki 23. Na sliki 24 sta označena ustrezna klona 23-
A (3) in 23-A (5), izolirana iz ene kolonije po ponovni transformaciji v E. coli DH10β. Njun 
restrikcijski vzorec je enak restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov, ki smo jih uporabili 
za transformacijo v S. rimosus ∆OTC. Klon S. rimosus ∆OTC 23-A (3) smo uporabili v 
kultivacijah in izolirali zunajcelično izražene proteine - rezultati prikazani v poglavju 4.4. 
Od petih preverjenih klonov S. rimosus ∆OTC na sliki 24 so trije kloni, ki so morfološko 
podobni in rastejo na gojišču z dodanim tiostreptonom in nimajo ustreznega restrikcijskega 
vzorca.  
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Slika 23: Rezultat restrikcije izvornih plazmidov pVF s konstrukti za izražanje genov oxyA, oxyB in oxyC z 
restrikcijskimi encimi EcoRI in PstI/XbaI/NdeI na agroznem gelu. Na gelu ni vzorca plazmida AB 3 (pVF 
oxyAB 3'HT).  
 
 
 
 
Slika 24: Rezultat restrikcije posameznih plazmidov pVF s konstrukti za izražanje genov oxyA, oxyB in oxyC 
po ponovni transformaciji in izolaciji iz ene kolonije E. coli DH10β. Uporaba restrikcijskih encimov EcoRI in 
PstI/XbaI. Le obkrožena klona 23-A (3) in 23-A (5) ustrezata restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov. Pri 
ostalih klonih je prišlo do preurejanja plazmidov.  
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Slika 25: Primer morfoloških lastnosti dveh klonov transformant S. rimosus ∆OTC transformiranih s 
plazmidom pVF srT oxyA 3'HT. Klon transformante z oznako 23-A (3) (Slika A) je ustrezen, medtem ko je 
klon transformante z oznako 23-A (5) neustrezen (Slika B). Rast na SM z dodanim antibiotikom tiostreptonom 
do končne koncentracije 30 µg/ml po 7 dneh inkubacije pri 28 °C. 
 
 
Čeprav so kloni transformant prejeli plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC, ni nujno, da so ustrezni. Obstaja možnost, da se plazmidi tekom 
pomnoževanja celic poškodujejo in preuredijo. V drugem delu preverjanja ustreznosti 
klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC smo želeli pridobiti čim boljšo predstavo o 
morebitnih poškodbah in preureditvah plazmidov pri transformaciji oziroma med rastjo 
transformiranih celic. V nadaljno vrednotenje smo naključno izbrali klone transformant 
S. rimosus ∆OTC transformirane s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF 
srT oxyC 3‘HT. Ustreznost klonov transformant seva S. rimosus ∆OTC smo preverjali z 
metodo ponovne transformacije v E. coli DH10β. Potek dela je opisan v poglavju 3.3.7. Po 
ponovni transformaciji plazmidne DNK klonov S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s 
konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC smo izbrali 10 neodvisnih 
kolonij transformiranih E. coli DH10β. Pri preverjanju ustreznega restrikcijskega vzorca 
plazmidov 10 neodvisnih kolonij E. coli DH10β, se je izkazalo, da vseh 10 kolonij ni bilo 
ustreznih. Kriterij za vrednotenje ustreznosti transformiranih klonov S. rimosus ∆OTC za 
nadaljnje delo je bil ustreznost restrikcijskega vzorca plazmidov vsaj pri 9 od 10 kolonij 
E. coli DH10β po ponovni transformaciji izoliranega plazmida. Primeri rezultatov 
preverjanja so prikazani na slikah 26, 27 in 28. Na sliki 29 je prikazan delež ustreznih 
transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in 
pVF srT oxyC 3‘HT.  
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Slika 26: Rezultat restrikcije izoliranih plazmidov pVF srT oxyA 3‘HT po ponovni transformaciji v E. coli 
DH10β. Zgoraj je zapisana zaporedna oznaka posameznega klona transformante S. rimosus ∆OTC 
transformiranega s pVF srT oxyA 3‘HT, in sicer 23-A (3) in 23-A (5). Od 1 do 10 so označeni vzorci plazmidne 
DNK, so bili izolirani iz 10 neodvisnih kolonij transformant E. coli DH10β. Kontroli K- (prazen plazmid pVF) 
in K+ (plazmid pVF srT oxyA 3‘HT). Za preverjanje je bil uporabljen restrikcijski encim EcoRI in kombinacija 
PstI/XbaI. Klon S. rimosus ∆OTC 23-A (3) je ustrezen, klon 23-A (5) se je kljub pozitivnemu rezultatu na sliki 
24 izkazal za neustreznega.  
 
 
 
Slika 27: Rezultat restrikcije izoliranih plazmidov pVF srT oxyB 3‘HT po ponovni transformaciji v E. coli 
DH10β. Zgoraj je zapisana zaporedna oznaka posameznega klona transformante S. rimosus ∆OTC 
transformiranega s pVF srT oxyB 3‘HT. Od 1 do 10 so označeni vzorci plazmidne DNK, ki so bili izolirani iz 
10 neodvisnih kolonij transformant E. coli DH10β. Kontroli K- (prazen plazmid pVF) in K+ (plazmid pVF srT 
oxyB 3‘HT). Za preverjanje je bil uporabljen restrikcijski encim EcoRI in kombinacija PstI/XbaI. Oba klona 
sta v primerjavi s kontrolo neustrezna.  
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
56 
 
Slika 28: Rezultat restrikcije izoliranih plazmidov pVF srT oxyC 3‘HT po ponovni transformaciji v E. coli 
DH10β. Zgoraj je zapisana zaporedna oznaka posameznega klona transformante S. rimosus ∆OTC 
transformiranega s pVF srT oxyC 3‘HT. Od 1 do 10 so označeni vzorci plazmidne DNK, ki so bili izolirani iz 
10 neodvisnih kolonij transformant E. coli DH10β. Kontroli K- (prazen plazmid pVF) in K+ (plazmid pVF srT 
oxyC 3‘HT). Za preverjanje je bil uporabljen restrikcijski encim EcoRI in kombinacija PstI/XbaI. Klon 
S. rimosus ∆OTC C (12) je ustrezen, klon C (11) je neustrezen.  
 
 
 
Slika 29: Prikaz deležev ustreznih klonov transformant S. rimosus ∆OTC transformiranih s plazmidi pVF srT 
oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF srT oxyC 3‘HT. 
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4.4 VIZUALIZACIJA IZOLIRANIH PROTEINOV mPKS Z AFINITETNO 
KROMATOGRAFIJO IN SDS-PAGE 
 
V zadnjem delu naloge smo izvedli kultivacije klonov ustreznih transformant S. rimosus 
∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. Za 
izvedbo kultivacij so bile primerne transformante s plazmidi, ki so vsebovali sekvenco srT 
za izločanje proteinov kompleksa mPKS v zunajcelični prostor. Potek kultivacij je opisan v 
poglavju 3.3.10. Nato je sledila izolacija zunajceličnih proteinov z metodo afinitetne 
kromatografije, postopek opisan v poglavju 3.3.12. Proteine smo izolirali v 4 do 5 elucijah s 
pufrom B. Ločevanje izoliranih proteinov in vizualizacija sta potekali s poliakrilamidnimi 
geli in elektroforezo SDS-PAGE. Najprej smo preverjali ustrezne klone transformante 
S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, v kultivacijah smo uporabili klon 23-A 
(3). Kot kontrolo smo v kultivacijah uporabili transformanto S. rimosus ∆OTC s praznim 
plazmidom pVF (Slika 30).  
 
 
 
Slika 30: Rezultati vizualizacije ločenih izoliranih zunajceličnih proteinov po elektroforezi SDS-PAGE. 
Proteini so izolirani iz kontrolne transformante S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF po 4 dnevni 
kultivaciji v gojišču GOTCp pri 28 °C in 220 rpm. Z zaporednimi števili od 1 do 4 so označene posamezne 
elucijske frakcije proteinov. IMI – elucijska frakcija z 2 M imidazolom. Lestvica PageRuler™ Plus Prestained 
Protein Ladder, 10 do 250 kDa (Thermo Fischer Scientific, ZDA).  
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Kultivacije klona S. rimosus ∆OTC z oznako 23-A (3) v treh gojiščih CRM, GOTCv in 
GOTCp so bile uspešne. Rast klona 23-A (3) je bila prisotna v vseh treh gojiščih s tvorbo 
manjših peletov velikosti 1 mm. Pri supernatantu kultivacij gojišča GOTCp so bile občasno 
prisotne netopne komponente. Netopne komponente so lahko posledica netopnih proteinov 
ali netopnih delov gojišča GOTCp, motile so izolacijo proteinov z afinitetno kromatografijo, 
saj so mašile kolono. Da se kolona pri izolaciji proteinov ne bi mašila, smo supernatant pred 
dodatkom Ni-kroglic filtrirali skozi filtrirni papir. K filtriranemu supernatantu smo dodali 
0,6 ml Ni-kroglic, zato smo proteine vezane na Ni-kroglice spirali z 0,6 ml pufra B. Po 
končani izolaciji proteinov je sledilo ločevanje proteinov z elektroforezo SDS-PAGE in 
barvanje poliakrilamidnih gelov. Teoretična masa proteina ketosintaze-α (OxyA) je bila 45 
kDa. Najvišjo količino izraženih proteinov smo pričakovali v 2. eluciji. V primerjavi z 
izoliranimi proteini kontrole S. rimosus ∆OTC, transformirane s praznim plazmidom pVF, 
je bila pri klonu 23-A (3) izolirana večja količina zunajcelično izraženih proteinov ravno v 
območju med 55 in 35 kDa, kar ustreza velikosti 45 kDa (Slika 31).  
 
 
 
 
Slika 31: Rezultati vizualizacije ločenih izoliranih zunajceličnih proteinov po elektroforezi SDS-PAGE. 
Proteini so izolirani iz transformante S. rimosus ∆OTC transformirane s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT, klon 
23-A (3). Izolacija proteinov je bila izvedena po 4 dnevni kultivaciji v gojišču GOTCp pri 28 °C in 220 rpm. 
Na desni strani sta kot kontrola nanešena vzorca elucijskih frakcij kontrolne transformante S. rimosus ∆OTC 
transformirane s praznim plazmidom pVF. Z zaporednimi števili od 1 do 4 so označene posamezne elucijske 
frakcije proteinov. IMI – elucijska frakcija z 2 M imidazolom. Lestvica PageRuler™ Plus Prestained Protein 
Ladder, 10 do 250 kDa (Thermo Fischer Scientific, ZDA).  
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4.5 PREVERJANJE PRISOTNOSTI CILJNIH PROTEINOV Z METODO 
TOČKOVNEGA PRENOSA  
 
Za preverjanje prisotnosti ciljnih proteinov z metodo točkovnega prenosa (dot-blot) smo v 
okviru magistrske naloge izvedli kultivacije klonov ustreznih transformant S. rimosus ∆OTC 
s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. Postopek 
kultivacij in pridobitev vzorcev sta opisana v poglavju 3.3.11. Za izvedbo kultivacij so bile 
primerne transformante s plazmidi, ki so vsebovali sekvenco srT za zunajcelično izločanje 
proteinov mPKS. Kultivacije transformant so bile izvedene v gojiščih CRM in GOTCp z 
dodanim tiostreptonom do končne koncentracije 5 µg/ml in časom inkubacije 3 dni. Metodo 
točkovnega prenosa je izvedel dr. Marko Šnajder iz Katedre za biokemijo in kemijo živil, 
Oddelka za živilstvo, Biotehniške fakultete (UL).  
 
Rezultati preverjanja prisotnosti ciljnih proteinov z metodo točkovnega prenosa so prikazani 
na slikah 32 in 33. Z metodo točkovnega prenosa smo analizirali klone transformant 
S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyA 3‘HT z zaporednim številom A (15), rezultati so prikazani 
na sliki 32. Analizirali smo tudi klone transformant S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyC 3‘HT 
z zaporednim številom C (12), C (3), C (7) ter 14-C (2), rezultati so prikazani na sliki 33. V 
obeh primerih je bila kot pozitivna kontrola (K+) uporabljena rekombinantna proteaza 
pernizin.  
 
 
 
Slika 32: Rezultati preverjanja prisotnosti ciljnih proteinov z metodo točkovnega prenosa pri klonu 
transformante S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyA 3‘HT z zaporednim številom A (15). Metodo točkovnega 
prenosa je izvedel dr. Marko Šnajder iz Katedre za biokemijo in kemijo živil, Oddelka za živilstvo, Biotehniške 
fakultete (UL). V tabeli ob sliki so zapisani samo pozitivni signali vzorcev. Kot pozitivna kontrola (K+) je bila 
uporabljena rekombinantna proteaza pernizin. 
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Slika 33: Rezultati preverjanja prisotnosti ciljnih proteinov z metodo točkovnega prenosa pri klonu 
transformante S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyC 3‘HT z zaporednim številom C (12), C (3), C (7) ter 14-C (2). 
Metodo točkovnega prenosa je izvedel dr. Marko Šnajder iz Katedre za biokemijo in kemijo živil, Oddelka za 
živilstvo, Biotehniške fakultete (UL). V tabeli ob sliki so zapisani samo pozitivni signali vzorcev. Kot pozitivna 
kontrola (K+) je bila uporabljena rekombinantna proteaza pernizin.  
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
61 
5 RAZPRAVA 
 
V prvem delu naloge smo optimizirali pripravo elektrokompetentnih celic seva S. rimosus 
∆OTC. Osnovni protokol priprave elektrokompetentnih celic S. rimosus je bil povzet po 
Pigac in Schrempf (1995). Uvedli smo nekatere spremembe za doseg višje učinkovitosti 
transformacije seva S. rimosus ∆OTC. V protokol smo uvedli homogeniziranje celične 
kulture in optimizirali koncentracijo in čas inkubacije z lizocimom. Kulturo za pripravo 
elektrokompetentnih celic smo pred inokulacijo v gojišče TSB homogenizirali v predhodno 
steriliziranem steklenem homogenizatorju. Na dan priprave elektrokompetentnih celic smo 
sledili protokolu in testirali vpliv različnih koncentracij in časa inkubacije z lizocimom na 
biomaso. Izbrali smo tri različne koncentracije lizocima (300 µg/ml, 400 µg/ml, 500 µg/ml) 
in dva različna časa inkubacije z lizocimom (30 min, 40 min). Shematski potek optimizacije 
elektrokompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC je prikazan na sliki 16. Ugotovili smo, da 
homogeniziranje kulture pripomore k manjši tvorbi prepletov micelija, ki se lahko 
združujejo v večje pelete ali kosmiče. Po homogeniziranju smo pod svetlobnim 
mikroskopom opazili krajše fragmente micelija. Cilj homogenizacije je razbitje peletov v 
krajše fragmente, ki omogočijo boljši dostop in delovanje lizocima na celično steno bakterij 
seva S. rimosus ∆OTC. Tekom inkubacije z lizocimom smo spremljali izgled celic s 
svetlobnim mikroskopom. Ugotovili smo, da se pojavnost kratkih fragmentov povečuje z 
višanjem koncentracije lizocima in daljšo inkubacijo. Posnetki izgleda fragmentov pri 
različnih koncentracijah lizocima in časi inkubacije so na voljo v prilogi A. Ugotovili smo, 
da je največja učinkovitost transformacije pri obeh plazmidih pri koncentraciji lizocima 300 
µg/ml in času inkubacije 30 minut (oznaka tipa elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC 
330). Učinkovitost transformacije je pri plazmidu pKC1139 znašala 1,6 × 104 št. 
transformant/ml/µg DNK, pri plazmidu pVF 1,3 × 104 št. transformant/ml/µg DNK (Slika 
17).  
 
Opazili smo, da se z daljšanjem inkubacije kulture seva S. rimosus ∆OTC povečuje tudi 
pojavnost peletov ali kosmičev v gojišču, zato smo preverili tudi vpliv časa inkubacije 
kulture pred pripravo elektrokompetentnih celic. V vseh primerih smo pred inokulacijo 
kulturo homogenizirali. Preverjali smo tri čase inkubacije, in sicer 15 h, 18 h in 24 h. Izbrali 
smo 30 minutno inkubacijo z lizocimom s koncentracijo lizocima 300 µg/ml. Nato smo 
nadaljevali po postopku priprave elektrokompetentnih celic. Izkazalo se je, da je 
učinkovitost transformacije pri plazmidu pVF najvišja po 24 urni inkubaciji kulture 
(Slika 20), medtem ko je bila učinkovitost transformacije s plazmidom pKC1139 nekoliko 
višja pri 18 h inkubacije kulture (Slika 20). Zaradi nadaljnje uporabe plazmidov pVF s 
konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC smo pri pripravi 
elektrokompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC izvajali 24 urno inkubacijo. Ker na 
učinkovitost transformacije vpliva tudi koncentracija dodane plazmidne DNK, bi bilo v 
prihodnje smiselno za doseg višje učinkovitosti transformacije optimizirati tudi 
koncentracijo dodane plazmidne DNK. Prav tako bi bilo smiselno spremljati velikosti 
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fragmentov micelija pod svetlobnim mikroskopom pred in po homogeniziranju kulture ter 
med inkubacijo z lizocimom. Ugotovitve smo zbrali v končnem protokolu, ki se je izkazal 
za učinkovitejšega zaradi homogeniziranja celične kulture in tudi same optimizacije 
koncentracije in časa inkubacije z lizocimom, kar je dodatno pripomoglo k večji 
učinkovitosti transformacije. Po optimizaciji elektrokompetentnih celic seva S. rimosus 
∆OTC smo nadaljevali po zaporednih korakih, kot prikazuje shema dela (Slika 9). 
 
V nadaljevanju smo preverili restrikcijske vzorce plazmidov pVF s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC, ki so udeležene v biosintezi OTC. Plazmidi, ki smo 
jih uporabili, so bili pVF oxyAB 3‘HT, pVF oxyAB 5‘HT, pVF oxyC 3‘HT, pVF srT oxyA 
3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT, pVF srT oxyC 3‘HT in pVF srT oxyP 3‘HT. Nato smo plazmidno 
DNK pomnožili v sevu E. coli ET12567, sledila je izolacija in transformacija plazmidov v 
elektrokompetentne celice seva S. rimosus ∆OTC. Pridobili smo klone transformant 
S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in 
oxyC. Selekcija klonov je potekala na osnovi morfoloških značilnosti kolonij klonov 
transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov 
oxyA, oxyB in oxyC. V nadaljnjo delo smo vključili klone, katerih kolonije so bile razraščene 
v gojišče (ugreznjene) in bele barve. V tej fazi selekcije je potekalo vrednotenje morfološke 
oblike kolonij klonov. Pri nekaterih je bila prisotna tvorba pigmenta, pri drugih zmanjšana 
sposobnost rasti in zmanjšana sposobnost sporulacije. Možen vzrok za zmanjšano zmožnost 
rasti, kljub ustrezni morfologiji izvornega seva S. rimosus ∆OTC pred pripravo 
elektrokompetentnih celic, je obremenitev celic z izražanjem genov oxyA, oxyB in oxyC, ki 
so zapisani na plazmidu pVF pod vplivom močnega promotorja tcp830 (fiziološki stres). 
Carrillo in sod. (2018) med preverjanjem ustreznosti promotorjev v plazmidu pVF niso 
poročali o morfološki nestabilnosti transformant z izraženim pVF pod vplivom promotorja 
tcp830. Promotor tcp830 so ovrednotili z določanjem aktivnosti reporterskega sistema XylE 
(gen xylE za katehol 2,3-diooksigenazo). Poročali so tudi, da se promotor tcp830 v bakteriji 
S. rimosus, kljub temu da gre za inducibilen promotor, obnaša konstitutivno. Kljub temu so 
uspeli pridobiti transformante s plazmidi pVF, ki so izražale encim fitazo bakterije E. coli. 
Naslednja možnost, zakaj pride do morfološke nestabilnosti klonov, je genetska nestabilnost, 
ki je pogost pojav pri bakterijah iz rodu Streptomyces. Genetska nestabilnost pogosto vpliva 
na nekatere fenotipske značilnosti kolonij. Gravius in sod. (1993) so opisali genetsko 
nestabilnost pri S. rimosus R6-500, ki se je kazala kot razlike v intenziteti sporulacije, tvorbi 
pigmenta, razlikah v morfologiji kolonij in proizvodnji antibiotika OTC. Za doseg 
morfološko stabilnejših klonov transformant bi bilo v prihodnje smiselno optimizirati 
promotor. Ena izmed možnosti je tudi kromosomska integracija konstruktov za izražanje 
genov oxyA, oxyB in oxyC v genom seva S. rimosus ∆OTC.  
 
Zaradi velikega števila klonov transformiranih z različnimi plazmidi smo se odločili preveriti 
ustreznost klonov transformiranih s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in 
pVF srT oxyC 3‘HT. Ti trije plazmidi so vsebovali sekvenco srT, ki omogoča zunajcelično 
Kobale V. Pridobivanje proteinov mPKS genske skupine za biosintezo oksitetraciklina v Streptomyces sp.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
63 
izločanje posameznih proizvedenih proteinov. Vsi plazmidi pVF s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC vsebujejo na 3' terminalnem koncu histidinske 
ostanke (his-tag, HT), kar omogoča izolacijo proteinov z afinitetno kromatografijo (Slika 
14). Čeprav so kloni transformant prejeli plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC, ni nujno, da se je ohranil ustrezen restrikcijski vzorec plazmidov. 
Obstaja možnost, da se plazmidi tekom pomnoževanja celic poškodujejo in preuredijo. 
Zaradi tega obstaja verjetnost, da kloni transformant ne bodo sintetiziral želenega proteina 
in je lahko poskus izolacije ciljnih proteinov z afinitetno kromatografijo neuspešen. Dodaten 
problem predstavlja tudi to, da ketosintazi-α (OxyA), ketosintazi-β (OxyB) in acil-
prenašalnemu proteinu (OxyC) ni mogoče meriti aktivnosti in na tak način pridobiti podatek 
o ustreznosti posameznih klonov S. rimosus ∆OTC. Zato smo se odločili, da preverimo ali 
kloni S. rimosus ∆OTC po transformaciji vsebujejo ustrezne plazmide pVF s konstrukti za 
izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC.  
 
»Plasmid rescue« je tehnika, ki se uporablja za pridobivanje integriranih bakterijskih 
plazmidov iz kromosoma evkariontskih gostiteljskih organizmov. Za preverjanje plazmidne 
DNK iz gostiteljskih organizmov se izolirane plazmide (ali celokupno DNK) ponovno 
transformira v E. coli. Predpogoj za ponovno transformacijo v E. coli je prisotnost genov za 
pomnoževanje plazmidne DNK v E. coli in selekcijski marker npr. rezistenca na antibiotik 
ampicilin pri sevu E. coli DH10β (Nan in Walbot, 2009; Carrillo Rincón, 2016). Tehniko 
»plasmid rescue« smo na podoben način uporabili v nalogi za preverjanje ustreznosti klonov 
transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov 
oxyA, oxyB in oxyC. Izolirano celokupno DNK iz vsaj 10 posameznih klonov transformant 
S. rimosus ∆OTC smo ponovno transformirali v E. coli DH10β. Po ponovni transformaciji 
DNK izolirane iz klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za 
izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC smo preverili 10 neodvisnih kolonij 
transformirane E. coli DH10β za vsak klon transformante S. rimosus ∆OTC. Za preverjanje 
klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti za izražanje posameznih 
genov oxyA, oxyB in oxyC smo uporabili metodo preverjanja plazmidov z restrikcijskimi 
encimi. Ustreznost izolirane plazmidne DNK smo preverjali z restrikcijskim encimom 
EcoRI in kombinacijo restrikcijskih encimov PstI in XbaI (poglavje 3.3.8). Kriterij za 
potrditev ustreznosti klona S. rimosus ∆OTC je bil ustrezen restrikcijski vzorec vsaj pri 9 od 
10 kolonij transformant E. coli DH10β, ki so bile transformirane s plazmidom, izoliranim iz 
posameznega klona transformante S. rimosus ∆OTC. Pri preverjanju ustreznega 
restrikcijskega vzorca izoliranega plazmida iz 10 neodvisnih kolonij E. coli DH10β, se je 
izkazalo, da vseh 10 kolonij ni bilo ustreznih. Pogosto smo dobili neopredeljen rezultat, saj 
je bilo po ponovni transformaciji pozitivnih 5 do 8 kolonij E. coli DH10β. Čeprav je bil 
rezultat neopredeljen, smo jih v nadaljnjem delu obravnavali kot neustrezne. Kot neustrezne 
smo opredelili tudi klone S. rimosus ∆OTC, ki so imeli negativen rezultat restrikcije 
izoliranih plazmidov iz vseh 10 kolonij transformant E. coli DH10β. V prilogah C, D in E 
so navedene zaporedne oznake vseh preverjenih klonov transformant S. rimosus ∆OTC s 
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plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF srT oxyC 3‘HT. Na sliki 29 so 
prikazani deleži ustreznih klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF srT oxyA 
3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF srT oxyC 3‘HT.  
 
Pri ustreznem restrikcijskem vzorcu vsaj pri 9 od 10 neodvisnih kolonij transformiranih 
E. coli DH10β po ponovni transformaciji se je izkazalo, da je 7 od 47 (15 %) preverjanih 
klonov transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT ustrezalo 
izvornemu restrikcijskemu vzorcu (primeri na sliki 26 in v prilogi F). To pomeni, da je 
pozitiven rezultat restrikcije imelo vsaj 9 od 10 kolonij transformiranih E. coli DH10β pri 
posameznih ustreznih klonih transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 
3‘HT. Neopredeljen rezultat smo zaznali pri pozitivnem restrikcijskem vzorcu 5 od 10 
klonov transformiranih E. coli DH10β, kar se je zgodilo pri 5 od 47 (11 %) preverjenih 
klonov transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT. Pri preverjanju 
klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyB 3‘HT po ponovni 
transformaciji v E. coli DH10β nismo dobili pozitivnega rezultata restrikcije izoliranih 
plazmidov iz 10 kolonij transformiranih E. coli DH10β. Sami fragmenti so bili večji za več 
kot 500 baznih parov (bp) (primer na sliki 27), kar nakazuje na preurejanje plazmidov v 
S. rimosus ∆OTC. Izkazalo se je, da 0 od 17 (0 %) preverjanih klonov transformante 
S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyB 3‘HT po ponovni retransformaciji ni ustreznih. 
V tem primeru ugotavljamo, da obstaja možnost nestabilnosti samih plazmidov po 
transformaciji v S. rimosus ∆OTC. Pri preverjanju klonov transformant S. rimosus ∆OTC s 
plazmidom pVF srT oxyC 3‘HT se je izkazalo, da so 3 od 25 (12 %) preverjanih klonov 
ustrezali restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov po ponovni transformaciji v E. coli 
DH10β (primeri na sliki 28 in v prilogi G). To pomeni, da je pozitiven rezultat restrikcije 
plazmidov imelo vsaj 9 od 10 kolonij transformiranih E. coli DH10β pri posameznih 
ustreznih klonih transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyC 3‘HT. Tekom 
preverjanja ustreznosti klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF s konstrukti 
za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC smo preverili tudi nekatere klone 
S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF. Preverjanje je potekalo z restrikcijskim 
encimom PstI, ki reže plazmid pVF na dva dela. Po ponovni transformaciji in preverjanju 
ustreznosti klonov S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF nismo zaznali odstopanja 
od restrikcijskega vzorca izvornega plazmida pVF. Glede na morfološko obliko kolonij 
klonov se je izkazalo, da je pri transformanti S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 
3‘HT polovica ustreznih klonov z belo (oznaka B) in polovica z belo morfolško obliko 
kolonij z rastjo v posameznih kolonijah (oznaka B-P). Pri transformanti S. rimosus ∆OTC s 
plazmidom pVF srT oxyC 3‘HT imajo vsi trije ustrezni kloni belo morfološko obliko kolonij 
(oznaka B). Noben od pozitivnih klonov transformante S. rimosus ∆OTC ni tvoril pigmenta, 
se pravi ni imel temne morfološke oblike kolonij. Posnetki morfoloških oblik kolonij klonov 
so na sliki 22 in v prilogi B.  
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V zadnjem delu naloge smo poskušali izolirati proteine iz nekaterih ustreznih klonov 
transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT. Uporabili smo 
transformanto S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyA 3‘HT, in sicer klon z oznako 23-A (3). Kot 
kontrolo smo uporabili transformanto S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF. 
Kultivacije v treh gojiščih CRM, GOTCv in GOTCp so bile uspešne. Rast klonov je bila 
prisotna v vseh treh gojiščih, s tvorbo manjših peletov velikosti 1 mm. Proteine smo izolirali 
z metodo afinitetne kromatografije. Anné in sod. (2012) ugotavljajo, da v industrijskem 
merilu bakterije Streptomyces sp. pogosto tekom bioprocesa tvorijo večje preplete hif 
(peleti). Vizualizacija izoliranih proteinov je potekala na poliakrilamidnih gelih z 
elektroforezo SDS-PAGE. Rezultati vizualizacije ločenih izoliranih zunajceličnih proteinov 
po elektroforezi SDS-PAGE so vidni na slikah 30 in 31. Teoretična masa proteina 
ketosintaza-α (OxyA) je bila 45 kDa. Najvišjo količino izraženih proteinov smo pričakovali 
v 2. eluciji. V primerjavi z izoliranimi proteini kontrole S. rimosus ∆OTC s pVF je pri klonu 
23-A (3) izolirana višja količina izraženih proteinov ravno v območju med 55 in 35 kDa, kar 
ustreza velikosti 45 kDa (Slika 31). Težavo predstavljajo zunajcelično izraženi nativni 
proteini seva S. rimosus ∆OTC, ki se vežejo na Ni-kroglice in otežujejo izolacijo ciljnih 
proteinov. Tako je tudi pri kontroli S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF mogoče 
izolirati nekatere proteine, ki še niso bili v celoti identificirani. Carrillo Rincón (2016) je v 
okviru doktorske naloge uspel identificirati tri proteine izražene pri S. rimosus ∆OTC, ki se 
nahajajo v velikostih 40, 45 in 70 kDa. Z nespecifičnimi elektrostatskimi interakcijami so se 
sposobne vezati na Ni-kroglice in s tem motiti vezavo tarčnega heterolognega proteina fitaza 
(AppA). Z masno spektrometrijo (metoda PMF, ang. peptide mass fingerprint) so uspeli 
identificirati te tri nativne proteine seva S. rimosus ∆OTC. Izkazalo se je, da gre za proteine 
glicerofosforil diester fosfodiesterazo (40 kDa), tripeptidil aminopeptidazo (45 kDa) in 
fosfolipazo C (70 kDa). Znano je, da mnoge bakterije rodu Streptomyces sintetizirajo 
zunajcelične encime, med njimi tudi proteaze, ki lahko v primeru izražanja heterolognih 
proteinov zmanjšajo količino ciljnega proteina (Renko in sod., 1989; Vitale in sod., 2006). 
Tako bi lahko prisotnost zunajceličnih proteaz seva S. rimosus ∆OTC dodatno zmanjšala 
količino ciljnih proteinov. V prihodnje bi bila smiselna optimizacija gojišča ali gostiteljskega 
seva za pridobivanje ciljnih proteinov.  
 
Dodatno smo želeli klone transformant S. rimosus ∆OTC preverjati tudi s cPCR (ang. colony 
PCR). Rezultati niso vključeni v nalogo, saj se je metoda cPCR v našem primeru izkazala 
za nezanesljivo. Ketosintaza-α (OxyA), ketosintaza-β (OxyB) in acil-prenašalni protein 
(OxyC) ne omogočajo merjenja aktivnosti, zato smo za ugotavljanje prisotnosti ketosintaze-
α in acil-prenašalnega proteina med izoliranimi proteini uporabili metodo točkovnega 
prenosa oz. odtisa (ang. dot-blot). Pridobivanje vzorcev za preverjanje prisotnosti ciljnih 
proteinov je bilo izvedeno v okviru magistrske naloge, postopek je zapisan v poglavju 3.3.11. 
Metodo točkovnega prenosa je izvedel dr. Marko Šnajder iz Katedre za biokemijo in kemijo 
živil, Oddelka za živilstvo, Biotehniške fakultete (Univerza v Ljubljani). Metoda točkovnega 
prenosa temelji na vezavi protiteles na specifične dele proteinov. Vzorce smo nanesli na 
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nitrocelulozno membrano in dodali protitelesa označena z encimom. Po dodatku substrata 
se mesta, kjer so vezana protitelesa, obarvajo. Rezultati preverjanja prisotnosti ciljnih 
proteinov z metodo točkovnega prenosa so prikazani na slikah 32 in 33. Z metodo 
točkovnega prenosa smo analizirali klon transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF 
srT oxyA 3‘HT z zaporednim številom A (15) (Slika 32) in klone transformante S. rimosus 
∆OTC s plazmidom pVF srT oxyC 3‘HT z zaporednimi števili C (12), C (3), C (7) ter 14-
C (2) (Slika 33). Vsi kloni, razen klona z oznako C (7), so se z metodo ponovne 
transformacije v E. coli DH10β izkazali za ustrezne. Klon z oznako C (7) se je z metodo 
ponovne transformacije izkazal za neustreznega, saj je bilo prisotno preurejanje plazmida. V 
preverjanje prisotnosti ciljnih proteinov z metodo točkovnega prenosa smo ga vključili kot 
kontrolo, saj smo pričakovali, da bo signal pri tem klonu negativen. Z metodo točkovnega 
prenosa smo dobili pozitiven signal pri vseh preverjenih klonih transformante S. rimosus 
∆OTC, tudi pri klonu z oznako C (7). Obstaja možnost, da je preurejanje plazmida pVF srT 
oxyC 3‘HT privedlo do zamika bralnega okvirja in prekinitve izražanja samega acil-
prenašalnega proteina (OxyC). Možno je tudi, da se je kljub preurejanju plazmida uspela 
izraziti histidinska oznaka, na katero se med postopkom metode točkovnega prenosa vežejo 
specifična protitelesa. Metoda točkovnega prenosa se je tako izkazala za obetaven način 
preverjanja prisotnosti ciljnih proteinov, vendar je priporočljiva nadaljnja optimizacija.  
 
Tekom dela magistrske naloge se je izkazalo, da plazmidi pVF s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC podležejo visoki stopnji nestabilnosti. Za doseg večje 
stabilnosti plazmidov za izražanje elementov mPKS bi bilo smiselno uporabiti stabilnejši 
plazmid ali vključiti konstrukte z geni oxyA, oxyB in oxyC s pomočjo integrativnega 
plazmidnega vektorja v genomsko DNK seva S. rimosus ∆OTC. V tej nalogi smo preverjali 
plazmide pVF s konstrukti za izražanje genov oxyA, oxyB in oxyC, kjer smo komponente 
mPKS izražali posamezno. V osnovi so njihovi geni del istega operona. Obstaja možnost, 
da ločeno izražanje vpliva na njihovo stabilnost. Ker ciljni proteini ne omogočajo merjenja 
neposredne aktivnosti, bi lahko uporabili katerega od reporterskih sistemov, ki so že 
uveljavljeni pri bakterijah rodu Streptomyces. Optimizirali bi lahko tudi sam postopek 
izolacije ciljnih proteinov. Za doseg večje čistosti ciljnih proteinov bi izbrali drug tip 
kromatografije in oznak namenjenih izolaciji proteinov. Izvedena metoda točkovnega 
prenosa za preverjanje prisotnosti ciljnih proteinov se je izkazala za obetavno, vendar je 
priporočljiva še nadaljnja optimizacija.  
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6 SKLEPI 
 
Glede na postavljene hipoteze nam je uspelo:  
 
 
 s postopkom transformacije z elektroporacijo plazmidne vektorje, ki kodirajo biosintezo 
rekombinantnih proteinov mPKS, vnesti v izbrani sev Streptomyces rimosus ∆OTC; 
 
 
 v biosinteznem postopku smo uspeli v rekombinantnem sevu Streptomyces rimosus 
∆OTC proizvesti nekatere rekombinantne proteine mPKS kompleksa;  
 
 
 identificirali smo verjetne rekombinantne proteine mPKS kompleksa in izolirali smo 
izbrani verjetni protein ketosintaza-α (OxyA) s pomočjo afinitetne kromatografije, 
vendar nismo uspeli z gotovostjo potrditi ustreznosti in topnosti proteina, zato ta del 
hipoteze nismo v celoti potrdili; 
 
 
 potrditi prisotnost rekombinantnih proteinov ketosintaze-α (OxyA) in acil-prenašalnega 
proteina (OxyC) z metodo točkovnega prenosa in s tem delno potrditi hipotezo, vendar 
za končno potrditev ciljnih proteinov ketosintaze-α in acil-prenašalnega proteina, bi bilo 
potrebno proteine identificirati še z masno spektrometrijo.  
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7 POVZETEK  
 
Začetne reakcije biosinteze oksitetraciklina katalizirajo encimi minimalnega kompleksa 
PKS (mPKS), ki spadajo v PKS tipa II. Kompleks mPKS je sestavljen iz treh encimov 
ketosintaza-α (OxyA) in ketosintaza-β (OxyB) in acil-prenašalni protein (OxyC) (Pickens in 
Tang, 2010). Mehanizem reakcij, ki jih katalizira mPKS v biosintezi OTC še ni docela 
pojasnjen. Za razumevanje katalitične aktivnosti encimov je potrebno pridobiti vse encime 
tega kompleksa in postaviti in vitro testni sistem, ki omogoča rekonstrukcijo in 
karakterizacijo individualnih komponent (Zhang in Tang, 2009). Čeprav so v E. coli že 
uspeli proizvesti nekatere komponente PKS tipa II, se je izkazalo, da so takšni proteini 
pogosto netopni ali neaktivni. Problem predstavlja predvsem tvorba inkluzijskih telesc. Tako 
se bakterije Streptomyces sp. pogosto uporabljajo za proizvodnjo funkcionalnih elementov 
PKS tipa II (Zhang in Tang, 2009). Zaradi nekaterih značilnosti je S. rimosus še posebej 
primeren za heterologno izražanje proteinov.  
 
Namen magistrske naloge je bil pripraviti topne proteine mPKS, ki ga sestavljajo encimi 
ketosintaza-α, ketosintaza-β in acil-prenašalni protein. V obsegu naloge smo uporabili 
plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. Geni oxyA, 
oxyB in oxyC, ki kodirajo biosintezo rekombinantnih proteinov ketosintaze-α, ketosintaze-β 
in acil-prenašalnega proteina. Plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov 
oxyA, oxyB in oxyC smo vnesli v sev Streptomyces rimosus ∆OTC. Izraženi ciljni proteini 
so na terminalnih regijah vsebovali histidinske ostanke ali oznake (HT), ki so olajšali 
izolacijo ciljnih proteinov.  
 
V prvem delu naloge smo optimizirali pripravo kompetentnih celic seva S. rimosus ∆OTC. 
Ugotovili smo, da je največja učinkovitost transformacije pri obeh transformiranih 
plazmidih pKC1139 in pVF pri koncentraciji lizocima 300 µg/ml in času inkubacije 30 
minut. Učinkovitost transformacije je pri plazmidu pVF znašala 1,3 × 104 št. 
transformant/ml/µg DNK. Sledila je transformacija elektrokompetentnih celic seva S. 
rimosus ∆OTC z elektroporacijo in vnos plazmidov pVF s konstrukti za izražanje 
posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC. Zaradi velikega števila pridobljenih klonov smo v 
drugem delu naloge v preverjanje ustreznosti klonov vključili klone transformant S. rimosus 
∆OTC s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF srT oxyC 3‘HT, ki so 
vsebovali sekvenco srT za izločanje ciljnih proteinov v zunajcelični prostor. Čeprav so kloni 
transformant prejeli plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB 
in oxyC, ni nujno, da so se ohranili ustrezni restrikcijski vzorci plazmidov. Dodaten izziv je 
predstavljala nezmožnost merjenja aktivnosti ciljnim proteinom. Zato smo z metodo 
ponovne transformacije v E. coli DH10β posredno preverili ali kloni S. rimosus ∆OTC 
vsebujejo ustrezne plazmide pVF s konstrukti za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in 
oxyC. Kriterij za vrednotenje ustreznosti klonov S. rimosus ∆OTC z mPKS je bil ustreznost 
restrikcijskega vzorca izoliranih plazmidov pri vsaj 9 od 10 kolonij E. coli DH10β po 
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ponovni transformaciji. Pri ustreznem restrikcijskem vzorcu izoliranih plazmidov pri vsaj 9 
od 10 neodvisnih kolonij transformiranih E. coli DH10β po ponovni transformaciji se je 
izkazalo, da je 7 od 47 (15 %) preverjanih klonov transformante S. rimosus ∆OTC s 
plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT ustrezalo izvornemu restrikcijskemu vzorcu. Pri preverjanju 
klonov transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyB 3‘HT po ponovni 
transformaciji v E. coli DH10β nismo dobili pozitivnega rezultata restrikcije 10 kolonij 
transformiranih E. coli DH10β. Pri preverjanju klonov transformant S. rimosus ∆OTC s 
plazmidom pVF srT oxyC 3‘HT se je izkazalo, da so 3 od 25 (12 %) preverjanih klonov 
ustrezali restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov po ponovni transformaciji v E. coli 
DH10β. Ugotovili smo, da obstaja možnost nestabilnosti samih plazmidov pVF s konstrukti 
za izražanje posameznih genov oxyA, oxyB in oxyC v S. rimosus ∆OTC. Hkrati smo klonom 
transformant določili tudi morfološko obliko kolonij. Izkazalo se je, da večina klonov 
transformant S. rimosus ∆OTC s plazmidi pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF 
srT oxyC 3‘HT ustreza beli morfološki obliki kolonij (oznaka B), nekateri kloni so imeli belo 
morfološko obliko z rastjo v posameznih kolonijah (oznaka B-P). Nobeden od pozitivnih 
klonov ni tvoril pigmenta, kar pomeni, da ni imel temne morfološke oblike kolonij (oznaka 
T).  
 
Nato smo s kultivacijami namnožili ustrezen klon transformante S. rimosus ∆OTC s 
plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT in oznako klona 23-A (3). Z metodo afinitetne 
kromatografije smo izolirali proteine in jih vizualizirali s poliakrilamidnimi geli ter SDS-
PAGE. Teoretična masa proteina ketosintaza-α na poliakrilamidnem gelu je bila 45 kDa. V 
primerjavi z izoliranimi proteini kontrole S. rimosus ∆OTC s praznim plazmidom pVF je 
bila pri klonu 23-A (3) izolirana višja količina izraženih proteinov ravno v območju med 55 
in 35 kDa, kar ustreza velikosti 45 kDa. V nadaljevanju smo za ugotavljanje prisotnosti 
ketosintaze-α (OxyA) in acil-prenašalnega proteina (OxyC) v elucijah uporabili metodo 
točkovnega prenosa (ang. dot-blot). Z metodo točkovnega prenosa smo analizirali klon 
transformante S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyA 3‘HT in oznako A (15) ter klone 
transformante S. rimosus ∆OTC s pVF srT oxyC 3‘HT z oznakami C (12), C (3), C (7) in 14-
C (2). Z metodo točkovnega prenosa smo dobili pozitiven signal pri vseh preverjenih klonih 
transformante S. rimosus ∆OTC, tudi pri klonu z oznako C (7), pri katerem je bila zabeležena 
nestabilnost plazmida. Metoda točkovnega prenosa se je izkazala za obetaven način 
preverjanja prisotnosti ciljnih proteinov, vendar je priporočljiva nadaljnja optimizacija.  
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PRILOGE 
 
PRILOGA A 
 
Slike različnih vzorcev med pripravo elektrokompetentnih celic S. rimosus ∆OTC s 
svetlobnim mikroskopom Leica DM4000 B. Pri pripravi elektrokompetentnih celic 
S. rimosus ∆OTC smo testirali različne koncentracije (300 µg/ml, 400 µg/ml, 500 µg/ml) in 
čase inkubacije z lizocimom (30 min, 40 min). Tekom inkubacije z lizocimom smo 
spremljali izgled celic s svetlobnim mikroskopom pri 100-kratni povečavi (slikano s 
fotoaparatom telefona). 
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PRILOGA B 
Primer morfoloških lastnosti nekaterih klonov transformante S. rimosus ∆OTC s plazmidi 
pVF srT oxyA 3‘HT, pVF srT oxyB 3‘HT in pVF srT oxyC 3‘HT. Rast na SM z dodanim 
antibiotikom tiostreptonom do končne koncentracije 30 µg/ml po 7 dneh inkubacije pri 28 
°C. Prikaz razlike v morfologiji kolonij klonov transformant. Z metodo ponovne 
transformacije so se za ustrezne izkazali kloni obkroženi z zeleno barvo. 
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PRILOGA C 
 
Preverjeni kloni transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyA 3'HT in 
pripadajočim zaporednim številom. Klonom je bila določena morfološka oblika kolonij 
(okrajšave v preglednici 28). Ustrezen – vsaj 9 od 10 kolonij E. coli DH10β po ponovni 
transformaciji ustreza restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov. Neopredeljen – med 5 in 
8 od 10 kolonij E. coli DH10β po ponovni transformaciji ustreza restrikcijskemu vzorcu 
izvornih plazmidov. Čeprav je bil rezultat neopredeljen, smo jih v nadaljnjem delu 
obravnavali kot neustrezne. Neustrezen – 0 od 10 kolonij E. coli DH10β po ponovni 
transformaciji ustreza restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov. Od 22 preverjenih klonov 
transformante S. rimosus ∆OTC pVF srT oxyA 3‘HT se je 7 klonov, po ponovni 
transformaciji v E. coli DH10β, izkazalo za ustrezne.  
 
Zaporedno število klona 
Okrajšava morfološke oblike 
kolonij klonov 
Ustreznost klona z restrikcijo 
14-A (1) B neustrezen 
14-A (3) B neopredeljen 
23-A (3) B ustrezen 
23-A (5) B neopredeljen 
A (2) B-P ustrezen 
A (3) B neustrezen 
A (8) B-P neustrezen 
A (9) B ustrezen 
A (10) B neustrezen 
A (11) B-P neopredeljen 
A (13) B-P neustrezen 
A (14) B-P neopredeljen 
A (15) B-P ustrezen 
A (19) B-P ustrezen 
A (23) B-P neustrezen 
A (25) B-P neustrezen 
A (29) B neustrezen 
A (39) B-P neustrezen 
A (40) B neopredeljen 
A (43) B-P neustrezen 
A (44) B-P ustrezen 
A (50) B ustrezen 
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PRILOGA D 
 
Preverjeni kloni transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyB 3'HT in 
pripadajočim zaporednim številom. Klonom je bila določena morfološka oblika kolonij 
(okrajšave v preglednici 28). Neustrezen – 0 od 10 kolonij E. coli DH10β po ponovni 
transformaciji ustreza restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov. Od 17 preverjenih klonov 
transformante S. rimosus ∆OTC pVF srT oxyB 3‘HT po ponovni transformaciji v E. coli 
DH10β ni bilo ugotovljenih ustreznih klonov.  
 
Zaporednao število klona 
Okrajšava morfološke oblike 
kolonij klonov 
Ustreznost klona z restrikcijo 
14-B (1) B neustrezen 
14-B (2) B neustrezen 
14-B (3) B neustrezen 
23-B (1) B neustrezen 
23-B (2) B neustrezen 
23-B (3) B neustrezen 
23-B (4) B neustrezen 
23-B (5) B neustrezen 
B (1) B neustrezen 
B (3) B neustrezen 
B (5) T neustrezen 
B (9) B neustrezen 
B (10) B neustrezen 
B (12) R neustrezen 
B (13) B neustrezen 
B (16) T neustrezen 
B (17) B neustrezen 
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PRILOGA E 
 
Preverjeni kloni transformant seva S. rimosus ∆OTC s plazmidom pVF srT oxyC 3'HT in 
pripadajočim zaporednim številom. Klonom je bila določena morfološka oblika kolonij 
(okrajšave v preglednici 28). Ustrezen – vsaj 9 od 10 kolonij E. coli DH10β po ponovni 
transformaciji ustreza restrikcijskemu vzorcu izvornih plazmidov. Neustrezen – 0 od 10 
kolonij E. coli DH10β po ponovni transformaciji ustreza restrikcijskemu vzorcu izvornih 
plazmidov. Od 25 preverjenih klonov transformante S. rimosus ∆OTC pVF srT oxyC 3‘HT 
se je 3 klonov, po ponovni transformaciji v E. coli DH10β, izkazalo za ustrezne. 
 
Zaporednim številom klona 
Okrajšava morfološke oblike 
kolonij klonov 
Ustreznost klona z restrikcijo 
14-C (1) B neustrezen 
14-C (2) B ustrezen 
23-C (1) B neustrezen 
23-C (2) B neustrezen 
23-C (3) B neustrezen 
23-C (4) B neustrezen 
23-C (5) B neustrezen 
23-C (10) B neustrezen 
C (3) B ustrezen 
C (4) B neustrezen 
C (5) B neustrezen 
C (6) B neustrezen 
C (7) B neustrezen 
C (8) B neustrezen 
C (9) B neustrezen 
C (11) B neustrezen 
C (12) B ustrezen 
C (16) B neustrezen 
C (17) B neustrezen 
C (20) B neustrezen 
C (21) T neustrezen 
C (39) B neustrezen 
C (43) B neustrezen 
C (45) B neustrezen 
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PRILOGA F 
Rezultat restrikcije izoliranih plazmidov pVF srT oxyA 3'HT po ponovni transformaciji v 
E. coli DH10β. Kloni transformante S. rimosus ∆OTC z oznakami A (44), A (19) in A (15) 
so ustrezni, med tem ko je klon A (14) neustrezen. Zgoraj so zapisane zaporedne oznake 
klonov transformant S. rimosus ∆OTC transformiranih s plazmidom pVF srT oxyA 3‘HT. 
Od 1 do 10 so označeni vzorci plazmidne DNK, ki so bili izolirani iz 10 neodvisnih kolonij 
transformant E. coli DH10β. Kontroli K- (prazen plazmid pVF) in K+ (plazmid pVF srT 
oxyA 3‘HT). Uporaba restrikcijskih encimov EcoRI in kombinacija PstI/XbaI. 
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PRILOGA G 
 
Rezultat restrikcije izoliranih plazmidov pVF srT oxyC 3'HT po ponovni transformaciji v 
E. coli DH10β. Oba klona transformante S. rimosus ∆OTC pVF srT oxyC 3‘HT z oznakama 
14-C (12) in C (3) sta ustrezna. Zgoraj sta zapisani zaporedni oznaki klona transformante 
S. rimosus ∆OTC transformiranih s plazmidom pVF srT oxyC 3‘HT. Od 1 do 10 so označeni 
vzorci plazmidne DNK, ki so bili izolirani iz 10 neodvisnih kolonij transformant E. coli 
DH10β. Kontroli K- (prazen plazmid pVF) in K+ (plazmid pVF srT oxyC 3‘HT). Uporaba 
restrikcijskih encimov EcoRI in kombinacija PstI/XbaI. 
 
 
 
 
